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始めに
近代以前の 人類 の 平均寿命は現代人の それ よ り数十年短 い もの で あっ た｡ 現代人の 平均
寿命の 長さは ､ 人類 の科学と社会思想の 発展 による食塩確保手段 の発達 ､ 生活環境の整備､
衛生思想の 胎衆に 由来す る｡ 近代以前の 人類が現代人と比 べ 短命で あっ た原 因は以上に奉
げた条件が発展途上で あ っ た こ とが原因 したと考えられる｡ さらに ､ ヒ トが長命を保つ た
め の 重要な因子と して ､ 疾病による死 亡 を避 ける こ とが挙げられる ｡ か つ て ペ ス トや破傷
風が 不治の 病と して恐れ られ て い たこ とは ､ 中世期に成立 した海外 の官財 こも見る ことが
できる ｡ この 時代 は歯周病ですら死 に到る可能性があ っ た｡ 後の 2 0世紀初頭 に分っ た こ
とで あるが ､ これらの 死病はみな細菌感汲症で あ っ たo 抗菌薬や抗生物質が登場 したの は､
やは り 2 0世紀初頭で あ っ たため ､ そ れは人類の歴 史におい て極 めて最近 の こ とであると
言 える ｡ したが っ て ､ 人類の 歴史にお いて 闘病とは ､ 細菌感鞄症との 闘い で あ っ たと貰 っ
て も過言で は無い ｡
1929年 ､ Fle ming によ る ペ ニ シリン 系抗生物質の発見によ っ て ､ 実効性 の ある細菌感決症
克服 - の 道が切り開かれた｡ Fleming により発見され ､ また初めて臨床応用されたpenicilin
G(Ben zylpe nicillin)は高い 治療効果と細菌に対す る選択毒性を示 した｡ これらペ ニ シリン 罪
抗生物質によ る化学療法 の確立により ､ 人類は こ の闘い に勝利を収 める ことができた ｡ 然
し､ 1940年 の Ablah am と Chah による報告[1]によっ て ､ その 勝利は - 時的な優勢に過ぎな
い ことが知らされた. 当時の抗生物質の 主流で あっ たpemici1in G を猛烈 な勢い で加水分解
する蛋白質､ β-1a cta m aseが発見されたの である o こ の報告がなされた 194 0年は､ 世界的に
敏傷者が続出する時代で あ っ た｡ 火傷と外傷の 治療過程 における危険な合併症の 一 つ は ､
細菌感染症であ っ た o そ の為に Ablaham らの報告は大きな衝撃を与えたもの と考えられ る｡
幸い にも当時は ､ β-1a cta m aseを産生す る細菌は少なく ､ また種類も限られて い たために ､
人類は こ の 時代を切り抜ける こ とができた｡ 然 し､ 抗生物質を安易に投与するとい う習慣
は こ の 時代 に芽生 えた｡ こ の習慣は ､ ヒ トを増殖 の 培地と して狙う細菌に乗ずべ き機会を
与える事 になっ た｡ それは ､ 抗生物質の混用によるβ-1act m ase産生細菌の 蔓延で あっ た｡
細菌の 細胞質は高い 浸透圧 を有する｡ 細菌本体を取り囲む細胞壁 は ､ 本体を浸透圧 によ
る溶菌か ら守る働きを持 つ ｡ したが っ て ､ 細胞壁 は細菌の生命維持 に不可欠で ある｡ 細菌
の細胞壁 の 基本骨格は ､ ペ プチ ドグリカ ン と呼ばれ る糖ペ プチ ドに よ っ て構成される｡ ペ
プチ ドグリカ ン の 生合成は ､ D -A la- D - Alapeptidaseと呼ばれ る酵素の働きを要する｡ ペ ニ シ
リ ン系抗生物質は ､ こ の酵素の触媒機能を阻害する こ とにより ､ 細胞壁 の脆弱化 を引き起
こす｡ 不完全な細胞壁は ､ やが て浸透圧 に よる負荷に耐 える事が出来なくなり ､ 本体の構
造諸とも破壊され るo 一 方で ､ ペ ニ シリ ン投 与下にあ っ て も ー 部の 細菌は生き残 るo こ の
ような細菌は ､ β-1a cta m as e産生を始めとす る ペ ニ シリ ン耐性の形質を備えて い る細菌で あ
る｡ こ れらの 細菌は他 の細菌が死滅 した為にそ の 死骸を餌と して効率良く増殖す る｡ また､
耐性形質を司 る遺伝子 を載せたプラ ス ミ ドが伝播す る こ とに より ､ 本来は耐性菌で なか っ
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た 細菌も耐性形質を獲得する ｡ また ､ 細菌は世代時間が短い ため に突然変異 を起 こす機会
に富む ｡ したが っ て ､ 突然変異に よ っ て耐性 を獲得する可能性をも孝む ｡ こ の様 にして ペ
ニ シリ ン投与に より耐性菌は蔓延する｡ あ'らゆる病原細菌が耐性菌と化 した場合､ 感馳症
は死病に戻り ､ 我々 は再び近世以前の 恐怖を味わうこ とに なる ｡
現十eにおい て新たに芽生えつ つ ある耐性菌の危険性に つ い て述 べ るo 現代における代表
的な致死性 の 疾病は ､ 脳および心血管障害と悪性腫療で ある . 一 般にこ れらの 疾病を治療
す るた めに ､ 外科手術が施 される o 外科手術の 実施 は体躯の 一 部に創傷を付 ける事を意味
す る. 創傷には細菌が感熟す る場合があるため､ 術後の 抗生物質投与は不可欠で あるo し
か し耐性菌が蔓延 した場合､ 術後に耐性菌感鞄症を発 して 死に到 る可能性が出る｡ そ の た
め ､ 外科手術を行う こ とは非常に 困難となる｡ 今日で こ そ､ 細菌感典症と の闘い は人類 が
明らか に優勢で ある｡ こ の 優勢は ､ 先人 の 手によ る科学の発展に依るもの で ある｡ 優勢な
状況を保 ち人類を細菌感鞄症 の 恐怖か ら守 るに は ､ 慢心と油断は決 して 許されず ､ さらな
る理解と発展 を遂げる こ とが必 要で ある ｡ 本研 究で は ､ 数ある薬剤耐性機構の中か ら､
β-lacta m ase に焦点を絞り､ こ の酵素の 機能発現 つ い て研究を行 っ たo
β-1act am as eは ､ その 一 次構造に基づ い て A ､ B､ C､ D の 4 つ の クラ ス に分類される. Class
A β-1actam ase(CA B)は ､ 他の クラ ス のβ-lactam as eと比 べ ､ 臨床 にお い て頻繁に検出される｡
CA Bは 257個の ア ミノ酸残基か ら構成され ､ 70番目にセ リン残基(ser7 0)を持つ o CAB の触
媒メカ ニ ズム は ､ 他の se血 e hydr o xylase と同様に ､ ア シ ル化反応と脱ア シ ル 化反応の 2段
階反応 で ある｡ 図 l に ､ こ の触媒メ カ ニ ズム の 概要を示す｡
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図 1 Clas sA β-1a cta m a s eの触媒メカ ニ ズ ム
第1段階で あるア シ ル化反応 は ､ β･lacta m 環 の カ ル ポ ニ ル 炭素と活性残基 ser70の 水酸基酸
素原子(Ser700y)カミエ ス テ ル結合を形成し､ ア シ ル酵素中間体(AEI)が生成す る. 第2段階で
あ る脱 ア シ ル 化反応 は ､ ア シ ル化反応で 生成 した エ ス テ ル 結合の 加水分解反応で ある ｡
β-1actam 系抗生物質の標的酵素で ある D - Ala- D - Ala peptidas eは ､ β-1a cta m 系抗生物質との ア
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シ ル化反応は生起す るが ､脱 ア シ ル化反応活性 を欠く ｡ 従 っ て ､ 脱ア シ ル化借性はβ-1acta m ase
の 本質で ある と言 える｡ 筆者は ､ 以前の研究に おい て ､ 量子化学計算を用 い て脱ア シ ル 化
反応メカ ニ ズ ム を原 子 レ ベ ル で解明 した[2]｡ こ の反応メ カ ニ ズ ム か ら､ 幾つ か の水素結合
系が触媒反応 に関与す るこ とが 明らか にな っ た｡ 本研究では ､ β-1actam as e の 基質フ リ - 酵
素お よびリガン ド(基質あるい は阻害剤)結合体に つ い て分子動力学(M D)シ ミ ュ レ ー シ ョ ン
を行 い ､ それ によ っ て得られ た動的構 造と以前の研究によ っ て得 た触媒反応 に重要な水素
結合系か らβ-1a ct am as eの 触媒機能 を詳細に明らかに した.
第 一 章で は ､ 基質pe nici1in G と CA Bか ら構成されるア シル 酵素中間体の動的構造と基質
フ リ ー 酵素との動的構造 の相違を明らか に した研究に つ い て述 べ る｡ 第二 章では ､ 易分解
性の 基質bemiclin G)､ 難分解性 の 基質(cephaloridin e;C ER)とβ-1act am as eとの ア シ ル 酵素中間
体の 動的構造を比較し､ CE Rがβ-1acta m aseに抵抗性を持 つ 原因を明らか に した｡ 第三草で
は ､ 阻害剤6α-hydr o xylm ethylpe nicillic acid(6A PA)によ っ て不活性化されたc AB の動的構造
か ら､ 6A PAが 阻害剤 と して働く原因を解明 した. これらの研究にお い て用 いたβ-1a cta m 化
合物の構造式を図 2 に示す ｡
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図 2 本研究で用 い たβ･1a eta m化合物
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概要
Cla ssA β -la cta m a s e(C A B)は ､ β･1a cta m 系抗生物質を加水分解するために､ 薬剤耐性の
原因となる｡ 本研究では ､ CA B の触媒機能とβ-1a cta m 化合物の性質を明らやゝにするため
に分子動力学(M D)シミ ュ レ ー シ ョ ン を行 っ たo
まず､ cA B の基質結合効果を解明するために､ pe nicilun G(pe nG)に よ っ て ア シル 化され
た CA Bと､ その 基質フリ ー 酵素の 生体条件下 における動的構造を比較したo 動的構造の観
察には ､ M D シミ ュ レ ー シ ョ ン を用 い たo 結果､ 2次構造における差異は懲 められなか っ
た. PenG ア シル 化体と基質フ リ ー 酵素には､ 共通に活性残基 Glt166と Asr170 の間に水
分子が位置 して い る ことが分 っ た｡ この 水分子 は､ 触媒滑性の続行に必要な水分子で ある
ことが ､ 以前の 研究で分っ て い る｡ この水分子の 分子連動に注目 したと ころ､ pemG ア シル
化体で は水分子が動的に安定で あ っ たの に対し､ 基質フ リ ー 酵素で は､ わずか 1血 s の間に
3 回入れ替わる ことが分っ た｡ この 結果 ､ 基質結合は触媒に要する水分子を活性中心に固
定する効果が有る ことが分っ た｡
次に 6 A P A のCA B 阻害活性の 由来を解明するために､ 6A P Aによっ てア シ ル化された
CAB の M Dシ ミ ュ レ ー シ ョ ン を行い ､ 結果を peIIG ア シル 化体と比較 した｡ PenG ア シル
化体で は C A B の触媒活性に必要な Lys73 NかSer70 0g 間の 水素結合は保たれたの に対し ､
6 A PA結合体ではその 水素結合は観察されなか っ た｡ こ の結果か ら､ 6A P A の C A B阻専務
性 の 由来はそ の水素結合の解消で ある ことが分っ た｡
さらに ､ cephalo ridin e(CE R)の CA B抵抗性 の 由来を明らか にするため､ CE Rア シ ル化体
につ いて M D シミ ュ レ ー シ ョ ン を行い ､ それによ っ て得た動的構造を pe mG アシル化体の
それと比較した｡ 結果 CE Rア シ ル化体で は ､ 4位の か レポキ シル基と Lys234 N∈間に特異
的な水素結合系が生成して いる ことが分っ た｡ この水素結合系か らCER結合体の脱ア シル
化メカ ニ ズム を推測 したと ころ､ penG 結合体の それとは異なることが分 っ た｡
最後に､ 推測した C E R結合体の脱アシ ル 化メカ ニ ズム を量子化学計算により証明 したo
そ の結果､ CER の脱ア シ ル化反応は ､ pe nG の それと比較したところ､ エ ネル ギ ー 的に不
利で ある事が分っ た｡ こ の結果か ら､ c E R の C A B抵抗性は､ 脱ア シ ル化反応の効率の低
さに由来することが分 っ た｡
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第 一 章 :cla ssAβ-1a cta m aseの基質結合効果の解明
1.1 緒言
酵素が触媒機能を発現するために は ､ そ の酵素の特異的基質と相互 作用す るこ とが必要
で ある ｡ 酵素が基質と結合する際に期待 され る現象は ､ 基質の結合によ る酵素の立体構造
の 変化で ある｡ これは 基質適合誘導(indu c edfit)とも呼ばれ ､ 計算機を用 いた医薬分子設計技
術にお い て ､ しば しば重要視される ｡ 然 しなが ら､ 立体構造 が変化す ると いう こ とは大き
な エ ネル ギ ー 変化 を要す る ことを意味す る｡ 従 っ て ､ 酵素の 特性で ある高い基質特異性と
触媒効率とは矛盾 して い る｡ 筆者は ､ 基質と酵素の親和性が高い 藤倉には ､ 基質結合によ
る立体構造の変化は生起 しない と考えて い るoCAB にと っ て 最適な基質はpenicilin G(pe nG)
で ある｡ 本研究で は ､ 基質の結合が立体構造に及ぼす影響につ いて調べ るために ､ pe nG に
よ っ て ア シ ル化された CA Bの 動的構造と基質フ リ ー 酵素の 動的構造を比較した｡ 動的構造
の 観察には ､ M D シミ ュ レ ー シ ョ ン を用 いた｡ また､ 基質結合の 立体構造以外 - の影響につ
いて も調 べ た｡
序輪 で 示 した とお り ､ ア シ ル 化 され た CAB は ､ ア シ ル 酵素中間体(Acyトe n zyme
inter m ediate:A EI)と呼ばれ る. 本研究における M Dの 標的は ､ ア シル酵素中間体で ある｡ し
か しなが ら､ ア シ ル 酵素中間体は脱ア シル 化反応 によ っ て速やか に加水分解され るため ､
そ の 立体構造 を実験的に検出す る ことは 困難で ある｡ そ こで本研究で は ､ ア シ ル酵素中間
体構造の モデル構築か ら行 っ た ｡
C A Bは主に ペ ニ シリン 系抗生物質を分解するために､ penicillinas eとも呼ばれ るo したが
つ て ､CA BはpenGと強 い相互作用を形成する事が期待される｡CA B の活性部位には ､Ser130､
Asn1 32､ Glu166､ Asn1 70､ Lys234､ Ser235､ Gln237とい っ た極性基を持つ ア ミノ酸残基が
保存されて い る｡ 同様に Pe nG を始 め ､ am o Xicillinや a mpicillin 等の CA B の典型的基質は ､
β-1acta m 環 に隣接する 5員環 の 3位炭素にカ ル ポキ シ ル 基を､ β-1a ctam 環6位にア ミ ド基を
持つ ｡ 本研究で は ､ 生体条件下 の AEI におけるこれ らの極性官能基間の水素結合系に つ い
ても注目した｡
1.2 方法
1.2. PenG アシル化体構築の ための初期構造の 選択
これまで に6 つ の A BI類似体の立体構造が明らかに されて い る. A EI の立体構造を構築
す るた めに､ そ れらの候補か ら 一 つ の A EI類似体を構築の初期構造と して選択 した｡ こ こ
では選択の 方法に つ い て述 べ る｡ 6 つ の A EI類似体は ､ 酵素と化合物 の型か ら2 つ の カテ
ゴリに分類する こ とができる ｡ 一 つ 目の カ テ ゴリ にお けるで は ､ 脱ア シ ル 化活性 を失 っ た
CA B の変異体と典型的基質から成る｡ 一 般的に Glu166変異体は ､脱 ア シ ル化活性に乏 しい ｡
Stryndka らは ､ 変異体 Glu1 6 Asn と penG からなる A EI類似体の 結晶構造 を解明 したbdb
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c ode:1 FQG)[3]o これは ､ 最初の AEI類似体構造 につ い ての 報告であ っ たo Che nらは ､ 二重
変異体 Glu166Asn ‥Asn170 Gln とpe nG(1GH P)あるい は c ephalo ridin e(1GH M)か ら成る A EI類
似体の結晶構造を明らか に した[4]｡ しか しなが ら､ これ らの A EI類似体は ､ 倍性残基 G lu166
の側鎖の コ ン フ ォ メ - シ ョ ンが不明で あるため ､ AEI構造の 構築の 初期構造と しては相応 し
く無か っ た . もう - つ の カテ ゴ リで は ､ A EI類似体は ､ CA Bの wildtype とβ-lact am 環 を含
む CA B阻害剤から成るo M av eyra udらは ､ 阻害剤6α-hydroxylm ethyl(1 TEM)penicillanic acid
よ っ て ア シ ル化 され ､ 悟性 を失 っ た CA B の結晶構造を解析 した【5]｡ その 類似体で ある
6α-hydr o xylethylpenicillimic a cid に よっ て ア シ ル 化された CA B の 立体構造も公開された
(l BUL)【6]｡ しか しながら､ 彼らの 主張に よ ると､ これ ら阻害剤は ､ それらを特徴づける官
能基 で ある 6αJlydro xylalkyl 側鎖が 悟性 に要す る水分子 の 位置を撹乱す る こ とに よ っ て
CA B の触媒活性 を阻害して い る｡ したが っ て ､ こ の結晶構造を使うこ とは好ま しい選択で
は無い と考えられ る｡ M av eyra udらによ っ て ､ 血ipen e mと C A Bか ら成る AEI類似体の結晶
構造が明らかに されたが ､ i mipenem もまた 6α-hydr oxylakyl側鎖を持つ(1 BUL)[7]o Chenら
は ､ CA Bと阻害剤クラブラ ン酸か ら成る AEI類似体の結晶構造 を報告 した(1B LC)[8]o この
A EI 類似体で は ､ Glu166の コ ン フ ォ メ - シ ョ ン は 明 らか な上 ､ ク ラ ブ ラ ン 酸は ､
6α-hydro xylalkyl側鎖を欠くために活性に要す る水分子 の位置は倍額す る に足ると考えられ
るo 以上の判断材料か ら､ AEI樽造構築の ための初期構造は ､ ク ラブラ ン酸と C A B のwilde
type から成る A EI類似体(クラブラン酸ア シ ル化体)が最も適 して い ると結論したo 本研究で
は ､ こ の A EI類似体の 3次元構造を用い て ､ A EI構造佃enG アシ ル化体)を構築したo 構築
の 概要 を図 ト1 に示す｡
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図 1-1 penG アシ ル 化構造の構築
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まず､ ク ラブ ラ ン酸 ア シ ル化体は結晶構造で あるために ､ 結晶化に よ っ て生 じた立体構
造の 緊張を取り除く必要があ っ た｡ こ のため ､ この構造に つ い て 20ps の 短い M D シミ ュ レ
ー シ ョ ン を行 っ た｡ 次に ､ ク ラブラン 酸5員環にお ける 0 トC5 間の結合は結晶構造におい
て開裂して い るため に ､ こ の 結合を再生させ るた めの MD シ ミ ュ レ ー シ ョ ン を行っ た｡ 最
後 に ､ クラブラ ン酸 の 5員環と開裂したβ-1acta m 環 を penG の それと重ね合わせ ､ 10ps の
M D シミ ュ レ ー シ ョ ン を行っ た｡ 以上の行程によ っ て ､ pe nG と c A Bか ら成るア シ ル酵素中
間体benG アシ ル化体)構造を構築した｡
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A EI構築行程にお ける MD シ ミ ュ レ ー シ ョ ン の詳細に つ いて述 べ る｡ ク ラブラン 酸または
pe nG の ア シ ル 半 体 と 活 性 部 位 に 位 置 す る 7 つ の ア ミ ノ 酸 残 基
(Ser70,Lys73,Asn1 32,G lu166,Lys234,Glm237)以外 には ､ united- ato mforc efield[9]を割り当てたo
PenG に よりア シ ル化された Ser70(Pe nG- a cylated Ser)と活性残基には ､ alトato m forc efleld[10]
を用い た. 溶媒を構成する水分子 には ､ TIP3Pモ デル[11]を用い ､ 約 4000偶の 水分子をモ ン
テ カ ル ロ 法 により発生させ た. 周期境界を構成する立方体の 大きさは ､ 67.5Å×54.7Å×47.4Å
であ っ たo M Dシ ミ ュ レ ー シ ョ ン は エ ネル ギ - 極小化計算を行 っ た構造か ら始 めた. エ ネル
ギ ー 極小化計算で は ､ 始め に溶媒の みに つ い て構造ゐ最適化を行い ､ 続い て全体の構造 の
最適化 を行 っ た｡ 全体構造に つ い ての エ ネル ギ ー 極小化計算では ､ 初期の段階で は最急勾
配法を用 い ､ 次に共役勾配法を 剛 ､たo シ ス テ ム全体の 温度は M D シ ミ ュ レ ー シ ョ ン によ
つ て 5Kか ら300K まで徐々 に上昇させたo 計算を単純化するために ､ 水素原子 を含む共有
結合に SH A K E近似[12]を用 い た｡ 時間刻みは 1.Ofs と したo ク ー ロ ン項と v anderWaals項
の カ ッ トオ フ 距離は ､ 8Å と した｡ エ ネル ギ ー 極小化計算と MD シミ ュ レ ー シ ョ ン には
A M B E Rv er･6･0[13]を用 いたo pe nG- a cylated Serを構成す る原子の 部分電荷は ､ 密度汎関数理
輪 B3L Y P/6-31G(d,p)[14]によ っ て得た静電ポテ ン シ ャ ル から導い た静奄電荷(ESP charge)[15]
を用 いたo PenG- a cylatedSerの 静電電荷および原子タイプは ､ 表 ト1に 示 したo
H 30
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N
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/
'
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Pe niciJlin G
Ato m Na m e Ab m ty pe ESP cha rge Ato m Na m e Ato mty pe ES Pcha rge
N N ･0.463000 C26 C A ･0.1500
H N H O.252000 H 31 H C O.150000
C A C T O.060000 C27 CA ･0.150000
HA H C O.048000 H 32 H C O.15000
C B C T O.018000 C5 C T O.358689
H B2 HI O.119000 H 6 HC O.045458
H B3 冗l o
.119000 N 4 N T ･0.759116
OG O S ･0.496706 H N 2 H O.35158 7
C 7 C O.789030 C 3 C T O.032393
0 8 0 ･0.590671 H 7 H C O.051430
C 6 C T ･0. 159483 C1 2 C O.925984
H 4 H C O.160835 013 02 ･0,814705
N 20 N ･0.463000 014 0 2 -0.840231
HN l H O.252000 C 2 C M O.402861
C 20 C O.616000 Sl S ･0.402651
020 0 -0.504000 C 28 C T ･0.613379
C 21 C T 10.1 00000 H 20 H C O.165881
H26 H C O.1 08000 H 21 H C O.154710
H 27 H C O.1 08000 H 22 H C O.175880
C 22 C A ･0.].00000 C29 C T -0.480487
C 23 C A ･0.150000 H盟S H C O.137174
H 28 H C O.150000 H 24 HC O.119093;
C2 4 C A ･0.150000 H 25 H C O.105374
H 29 H C O.1 500 C C O.61600
C 25
H30
C A ･ 0.1 5000
H C O.1 50000
0 0 -0.50400
表 1二1 Pe nG アシル 化セ リ ン の ポテ ン シャ ル パ ラメ ー タ
1.2.2 平衡状態を得るための MD シ ミ ュ レ ー シ ョ ン
前節で構築した pe nG アシル化 CAB に､ 約8000個の水分子を球状に発生 させ水和 したo
全て の アミノ酸残基と水分子 にparm96.data の allato mfor cefiledを割り当て たo さらに構造
的な緊張を取り除くために ､ エ ネル ギ ー 極小化計算を行っ た｡ エ ネル ギ ー 極小化の行程は ､
A EI構築におけるそれと同様に行っ た｡ エ ネル ギ ー 極小化構造に つ いて ､ そ の シ ス テ ム全体
の 温度を 5 Kか ら 300K まで徐々 に上昇させた o 最後に 1.6n sの MD シミ ュ レ ー シ ョ ン を行
い
､ 平衡構造を得たo A EI構築の 過程と同様に ､ S H A K E近似を用 い た｡ 時間の刻み幅は 1.Ofs
としたo ク ー ロ ン相互作用と v anderWa als 項は ､ 一 切 の 近似を行わず明白な計算を行 っ た｡
こ の 計算には ､ M D G R A P E-2 ハ ー ドウ ェ ア[16]を用 い たo 300 Kにお ける構造 の軌跡は ､. 坐
体条件下にお ける最も適切な構造であると考えられ ､ これ につ い て詳細に解析 した｡
なお ､ 基質フリ ー 酵素に つ い て の M D シミ ュ レ ー シ ョ ン の初期構造には ､ その結晶構造
で あるpdbデ ー タ 3b血[17】を用い た｡
- ll-
1.3 結果
1 3.1 C A BとaEJEPenG と水* 冶合連卓系
pe nG ア シ ル化体構造に つ い て の M D シミ ュ レ ー シ ョ ン が収束 した か否か を判断す るた め
に ､ 二乗根変位を構造の軌跡か ら求めた ｡ 偏差 の計算にお ける基準点には ､ 温度上昇過程
にお ける最後 の構造 を用 い た o 全体構造と主鎖 の 二乗根変位 の時間発展を図 1-2 に示す . 結
果と して ､ 6 00ps 以降にお ける変位 の 変化は 0.3Å以下とな っ た ｡ こ の 結果か ら､ 本 シ ミ ュ
レ ー シ ョ ン は収束 し, シ ス テ ム は平衡状態に到達 した と判断 した｡ 全体構造と主鎖の変位
曲線 は ､ そ れぞれ 1.8Å と 1.3Å 付近 で 一 定と な っ た o cAB の 触媒機 能および構造的に重要
で あると考えられ る原子 間距離 の ､ シ ミ ュ レ ー シ ョ ン全体にお ける平均値 を計算した ｡
o ぞ 2yO
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園 1-2 PcJIG ア シ ル化体構造 の 二乗根変位の 時間発展 ｡
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図 1-3 Pe nG ア シ ル 化 C A Bの活性部位構造o 原子間距離は 1.6ns間 の 平均値(A)を示す ｡
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それ らの値を図 ト3 に示 した｡ 水素原子 一重原子 間の平均距離は ､ 表 ト2 に示 した｡ 簸つ か
の ア ミノ酸残基が崩壊 した基質の 極性官能基 と水素結合を形成し､ 基質の 安定イヒに貢献し
て い ることが分 っ た｡ 基質pe nG の 3位カル ポキ シ ル基 は 2 つ の酸素原子 を持 つ(013お よ
X- ” dista n c e o v er1.6n s
Pe nGO8- Ser70H N
Pe nGO8- GJn237 H
Pe nGO 13- Se r235Hg
Pe nG O13- Arg244Hhl
Pe nGO14- Se r130Hg
Gin2370 - Pe nGHNI
Pe nGO20- As n132H d2
Se r700g- Lys73JH Nz
As n1320 d- Lys73_3HNz
Glu1 66 0e2- WatHI
As n17 0 0 d- WatH2
1.8913
1.9262
2.2522
1､805
1.6842
2.1466
2.0244
1.7911
1.7927
2.3052
2.5982
表 1-2 観測された水素結合系にお ける水素原子,重原子間距離
び 01 4)0 01 3-Arg24 4h と 013-Se r2350g の 平均原子間距離はそれぞれ 2.77と3.01Åで あっ
たQ これ らの 原子 間距離は､ 3位の カ ルポキシ ル 基の 酸素原子 013と Arg24 4､ および Ser23 5
の 側鎖と強い水素結合を形成 して い る事を示唆 して い る｡ 014と ser1 30 0g の平均原子間拒
離は 2･63Å で あっ た. 014と Lys234Nz の 平均距離は 4.67Å で あっ た｡ 即ち3位カ ル ポキ シ
ル 酸素は Lys2 34 の側鎖の ア ミノ基と相互作用 して い ない の に対 し､ Ser13 0とは 強く相互作
用 して い る｡ Pe nG の 6位ア ミ ド基の カ ル ポ ニ ル酸素原子 と Asn132Nd の原子間距離は ､ シ
ミ ュ レ ー シ ョ ン全体を通 して水素結合拒離を保っ た｡ そ の 平均原子間距離は ､2.95Å であ っ
た . 6 位ア ミ ド基の 窒素原子 と Gln2 37 の主鎖の か レポ ニ ル 酸素原子 の 平均原子間距離は ､
3･03Å で あっ た｡ こ の結果か ら､ 6位の ア ミ ド基の 運動は ､ Asn1 32 の側鎖と G h23 7の 童鎖
によ っ て拘束されて い ると考 えられる｡ 崩壊 したβ-1a ctam 環の カル ポ ニ ル 酸素原子(08)は ､
Ser70と G lm23 7 の主鎖の NH 基によ っ て構成され る''o xyanionhole”たよ っ て拘束されて い る
と考えられ る｡ 08と Ser70N､ および Gln2 37 の原子間距離は ､ 本研究において も水素結合
の範囲以内であ っ た｡ これ らの 平均原子間距離は ､ それぞれ 2.80および 2.89Å で あっ た｡
こ の 結果 は ､ この 2つ の 水素結合は強力で ､ 08 はo xy弧io nbole によ っ て拘束されてい るこ
とを示唆 して い る｡
1.3.2 酵素の立体構造 へ の基質結合効果の有無
基質が酵素に結合す る事により ､ 酵素の構造に大きな変化がもたらされ る事が しば
一
しば
観察され る｡ 本研究で は ､ 基質結合による C A B の構造 ぺ の 影響につ い て ､ それが起こり得
るか に つ い て調 べ た ｡ 生体条件下にお ける基質フリ - 酵素の 立体構造を得るため に､ 基質
フ リ ー 酵素につ い て の M Dシ ミ ュ レ ー シ ョ ン にお ける 1.5 から1.6ns の 間に現れた200個の
構造を用 いて ､ 基質フリ ー 酵素の 平均構造を得た｡ penG アシ ル化体の 平均構造も同様に し
て得た｡ 基質の結合 によ っ て 生 じた全体的 な構造 の 変化を明 らかにする ために ､ 基質フリ
ー 酵素の 平均構造 とPenO アシ ル 化体の 平均構造を重ね合わせた｡ 結果 ､ 二乗根変位はわず
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かに 1･1 Å で あ っ た. こ の 結果から､ penG ア シル 化体の 全体構造は ､ 基質フ リ ー 酵素の そ
れとほぼ - 致する事が分 っ たo これは ､ 基質の 結合は ､ C A B の立体構造に殆ど影響を及ぼ
さない こ とが分 っ た ｡ 次に基質結合による局所的な構造変化 に つ い て調 べ た｡ 最も重要な
部分構造は活性部位に現れ ると考えられる｡ 活性部位における構造変化を観察するために ､
基質フ リ ー 酵素とpenG アシ ル化体の 活性部位に位置する 6 つ の アミノ酸残基の原子間距離
を測定した｡ 表 ト1 に測定 した原子間距離を示す｡ 測定 した原子間拒離を比較したところ､
PenG ア シル 化体の活性部位構造は ､ 基質フリ ー 酵素の それ と同様で あ っ たo 即ち､ 構造的
な視点か らでは､ 基質結骨効果は観察されなか っ た｡
1.3.3 触媒活性に要する水分子 ヘ の基質結合効果
CA B の触媒プロ セ ス にお ける脱ア シ ル化反応 は ､ 基質の ア シ ル半体と ser70 の側鎖水酸
基間の エ ス テ ル結合の 加水分解反応 に相当す る｡ 我々 は ､ 以前の研究における量子化学計
算に よ っ て ､ 一 つ の 水分子が求核性を獲得 し基質の カ ル ポ ニ ル炭素(c7)に求核攻撃するとい
う脱 ア シ ル化メカ ニ ズ ム を得た｡ 図2-3は ､ PenG アシル 化体の C7の 近くに 一 つ の水分子が
位置す るこ とを示 して い る｡ この結束は ､ 以前の研究の 結果と非常に良く 一 致 して い る.
Interato micdistance(A)
MD av erage o v erl.6ns
■ A EI SF E
Se r700g-Lys73Nz 2.96 3.25
Se r70 0g-Glu166 0el 5.34 4.5 7
Se r70 0g-Glu1660e2 5.3 6 5.38
Se r700g-Ser130 0g 4.24 4.64
Lys73 Nz-Se r130 0g 5.42 5.27
Lys73Nz- As n132 0 d 2.96 2.79
Lys73 NzI Glu160el 2.78 2.86
Ser1300g- Lys243Nz 2.73 3.14
表 1 J 活性部位に位置するアミ ノ酸残基の原子間距離の 平均値
こ の 水分子の酸素原 子(Ow)と Glu166の 2 つ の 酸素原子(Oel と Oe2)の 平均原子間拒離を
計算 したo そ の原子 間拒離は ､ それぞれ 3.26お よび3.25Å であ っ た. 即ち､ こ の 水分子 は
Glu166のカ ル ポキ シ ル 基と2つ の 水素結合 を形成 して い る｡ 我 々 が証明 した求核攻撃メカ
ニ ズ ム で は､ Glu166の カル ポキ シ ル 基が水分子 から水素原子 を引き抜く ｡ したが っ て ､ こ
の水素結合系は､ こ の水分子が C A B の触媒反応に要す る水分子である事 を示 して い る｡ 基
質フ リ ー 酵素の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン にお い ても ､ Glu166 によ っ て 一 つ の 水分子が拘束されて
い た｡ こ の結果は penG アシ ル化体の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン結果 と同様であ っ たo しか し､ 我 々
は ､ 基質フリ ー 酵素における水分子 は入れ替わりを起こす こ とを発見 した｡ 図2-5に Glu166
の Oe2 とOw の 原子間距離の経時的変化を示 した｡
シ ミ ュ レ ー シ ョ ン の初発で は ､ 一 つ の水分子 が Glu166と水素結合を形成 して い る. 然し
ながら､ 5 50ps 辺 りで別の 水分子 が Glu166と新たに水素結合を形成した｡ 同時に最初の 水
分子 は ､ Glu166の 近傍か ら排除された｡ さらに 800ps に到達す る直前で 3番目の水分子 が
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2番目の 水分子 と入れ替わり ､ G lu16 6と の水素結合距離範囲 に入 っ た . さらに 1450ps 近辺
で 4番目 の水分子が Glu1 66と水素結合 を形成した｡ 3番目 の 水分子は排除されたo シ ミ ュ
レ ー シ ョ ン の 最終構造で は ､ 2番目 の 水分子 が Glu1 66と の水素結合 して い たo こ の結果は ､
僅 か 1.6n sの 間に 4 回も水分子の 入れ替わりが起 こ つ た事を意味する ｡ 基質フ リ
ー 酵素にお
ける こ の結果と は対照的 に ､ pe nG ア シ ル化構造では G lu1660el- Ow の 平均値か らも判る通
り Glu166 と水素結合 した水分子は唯 一 で , しか も動的に安定で あ っ た o こ の結果か ら､ 基
質結合に よる効果は ､ 活性に要する水分子 の 活性部位 - の 固定である事が分 っ たロ｡
50.0
o
書芸‡…
茎葉§
書10i=
o
:
0 1 0 0 20 0 30040 500 B OO 70 0 8 00 90 0 100 100 1 20 01 300 4 0 15 00 16 0 0ps
図 2-5 G lt)16 6 0e2 とそれに相互作用 した水分子 の原子間拒離の経時的変化｡
1.3.4 触媒メカ ニ ズム に重要とされ る水素鯖合系
pe nG アシ ル化体の 活性残基間の平均原子 間距離 は ､ C Al 3の 触媒メ カ ニ ズ ム に つ い ての 重
要な含蓄を与え ると考え られる oSer70 0gと G lu166の カ ル ポキ シ ル 基 の 2 つ の 酸素原子(Oel
と Oe2)と の 平均原子間距離は ､ それぞれ 534 と 5.36Å で あ っ た ｡ Ser700g か ら Lys7 3 Nz
の 平均原子 間距離 は ､ 約 3 Å であ っ た ｡ Glu166側鎖 の カ ル ポキ シ ル 酸素と Ser70 0g の原子
距離 は ､ F
＋
が 移動す るに は大きす ぎる｡ そ れ に対 し､ Ser70- Lys73 の 距離は ､ Lys73 か ら
ser70 0g - E
＋
が移動す るの に適 して い る辛が分 っ たo
1.4 考察
1.4.1 水素結合連鏡系による基質の 可動性 の拘束
酵素が効率良く触媒活性 を発揮す るた め には ､ 酵素 中の基質 の 位置は , 制限されて い る
はず で ある ｡ PenG の ようなCA Bの 典型的基質は ､ 3位 にカ ル ポ キ シ ル 基を､ 6位に アミ ド
基を持 つ o 図1-3 に示 した通 り ､ pe nG アシ ル 半体の これ らの 官能基と CA B の活性部位に位
置す るア ミノ酸残基 の 間に 7 つ の水素結合が観 察され た ｡ 本節で は ､ 本研究で得られた水
素結合連鎖系とこ れま で の 実験結果 か ら ､ 活性部位と 基質 の 相互 作用 に つ い て幾 つ かの 考
察を与え る｡
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1.4.1.1 基質3位カ ル ポキ シル 基 の水素結合
5員環の カ ル ポキ シ ル 基が メチ ル エ ス テ ル[18]､ または ア ミ ド基【19]iこ修飾されたpenG の
誘導体は ､ CA B の難分解性 の基質である ことが報告された｡ 従 っ て ､ 3位 か レポキ シ ル基
は ､ C A B の基質認識に重要で あると考えられ るo 本研究によ っ て ､ 3位カ ル ポキシ ル基は
活性部位近傍 に位置す るア ミノ酸残基と3 つ の水素結合を形成 して い る ことが分 っ た｡ 3
位カ ル ポキ シ ル酸素の - つ(01)は Ser235の水酸基と Arg244 のグア ニ ジノ基と水素結合を形
成 して い るo もう 一 つ の 酸素原子(02)は Ser130 の水酸基と相互作用 して い た｡ したがっ て ､
3位カ ル ポキ シ ル 基の 可動性は ､ Ser130､ Ser23 5および Arg2 44によ っ て拘束されて い ると
言 えるo しか しながら､ こ の 3 つ の ア ミノ酸残 基の 内､ cons e rv edresidu eは Ser130 のみで あ
る｡ 変異体 ser130A la は 基質に対す る親和性 が低い こ とが実験により明らか にされて い る
[20]o こ の結果は我 々 が得た結果と - 致 して い る. CA Bにおける235番目に位置す るアミノ
酸残基は ､ セリン または ス レオ ニ ンで ある[21]｡ セ リ ン残基と同様に､ ス レオ ニ ンは水酸基
を持 っ ｡ したが っ て ､ T hr2 35は 3位 か レポキ シ ル と水素結合を形成することが 出来ると考
えてよい o Arg24 4もまた co n s e rv ed r esidu eで は無い ｡ プラ ス ミ ドTE M30或い は 31によ っ
て訴薄された CA Bにおける 244番目の ア ミノ酸残基は ､ それぞれ セリ ン或い は シ ス テイ ン
で ある[22]｡ セリ ンも シ ス テイ ン もそ の側鎖に極性の 官能基を持 つ が､ これら残基の 側鎖の
長 さは ､ ア ル ギ ニ ン の それよりも明らか に短 い ｡ 従 っ て ､ 本研究で観察された 3位 かレポ
キ シ ル 基の 拘束は ､ TEM 30または 31によ っ て 生成された CA Bでは不可能であると考えら
れ る. Imtiatz らは 2 44番目の ア ミノ酸残基を人工的に置換すると､ 基質 - の親和性に乏 し
く なると報告 した【23】｡ さらに ､ こ の 変異体は ワイル ドタイ プと比 べ て触媒悟性も弱い こ と
が指摘された｡ したが っ て ､ 3位カ ル ポキ シ ル の 可動性 の拘束は ､ 触媒鎗性の 発現と関係
がある ことが分 っ た｡ 我 々 の以前の研究におい て ､ CA B の触媒活性に3位カ ル ポキ シ ル基
が参加す る事を明 らか に した[2】｡ 方法の 項で 示 した通り､ この ア シ ル化体は クラブラ ン酸
ア シ ル 化体か ら構築 した｡ こ の結晶構造で は ､ Arg244と3位カル ポキ シ ル基 の 間に水分子
が存在する ｡ しか しながら､ 構築したpenG アシ ル化体におい て ､ この水分子 を見 つ ける こ
とは 出来なか っ た｡ こ の水分子は penG アシ ル化体構築の過程で Arg24 4と 3位 か レポキ シ
ル の 間か ら排除された. PenG アシ ル化体構築過程の最終構造では ､ Arg2 44は 3位カ ルポキ
シ ル 基と直接相互作用 した｡ クラブラ ン酸ア シ ル 化体に お いて ､ こ の 水分子が現れたの は ､
クラブラ ン酸 の 5 員環が 開裂 して い る ことに由来す ると考えられる｡ 3位カ ル ポキ シル 基
は Lys2 34によ っ て拘束されて い る事が しば しば指摘される[21]｡ クラブラン 酸複合体の 結
晶構造では ､Lys234 のア ミ ド基の窒素原子(Lys2 34 Nz)と3位カル ポキ シ ル酸素の 一 つ との 原
子 間距離は ､ 2･33Å で ある ことが分っ た[8]｡ こ の短すぎる水素結合の 原因は分 らない が ､
こ の観測結果は ､ Lys234 は 3位 か レポキ シ ル基 の近傍 に位置して い る こ とを暗示 して い るo
しか しながら､ 本研究で は ､ 温度を300K まで に上昇され る過程において ､ Lys23 4と3位カ
ル ポキ シ ル 基間の 水素結合 棚牢消 したo 温度上昇の過程で ､ Lys2 34は Ser1 30と水素結合を
形成した｡ こ の原 子間距離の 1･6n sにお ける平均値は 2.73Å で あっ た｡ Lys2 34ア ミノ 基は ､
Ser130 の水酸基が3位カ ル ポキ シ ル 基と水素結合を形成す る ように Ser130 の水酸基の 向き
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を拘束して い ると考えられ る. 言 い換えると､ Lys2 34は Ser130 の水酸基を介して基質を活
性部位に繋ぎ止 め て い ると言 える ｡
1.4.1.2 基質6位ア ミ ド基の水素結合
基質6位ア ミ ド基と活性残基の極性官能基との 2本の相互 作用が前節で明らかにされた｡
6位ア ミ ド基の カ ル ポ ニ ル酸素とア ミノ基は ､ それぞれ Asn132 のアミ ド基と水素結合を形
成し､ また､ Gln2 37の 主鎖の カ ル ポ ニ ル 酸素と水素結合を形成して い た｡ As n132には CA B
にお い て厳密に保存されて い る【2り｡ これまで ､ Asn132 の働きにつ い て は ､ 基質の結合に
参加する事の みが指摘されてきた【3]｡ こ の 指摘は我々 の結果と相反す るもの で は無い ｡ し
か しながら､ 132番 目の アミ ノ酸残基を変異させる と､ 触媒能力が低下す る実験結果が報告
されて い る[24】｡ Asn132 は どの 様に して触媒機構に参加 して い るの であろうか? こ の 間い
に答えるために ､ 我 々 は Asn132と Lys73 Nz との平均原子間距離を測定したo Lys73 を選 ん
だ理 由は ､ Lys73は CA B の触媒活性に必要で ある事[2]と ､ Asn1 32に最も近い活性残基で あ
るためで あるo こ の 原子間距離の 平均値は水素結合距離以内で あっ た(2.96A)o Lys73 は触
媒メ カ ニ ズム に参加す る必要が あるために､ そ の 長い 側鎖にも拘らず動的に安定で ある事
が要求され るo 我 々 の結果か ら判断するに ､ Lys73 の安定性は ､ Asn1 32との相互作用に依
ると考えられ る｡ 従 っ て ､ Asn132 は間接的に CAB の触媒メカ ニ ズム に関与 して い ると言え
るo Asn1 32と異なり､Gln237 は CA f=こおける c on s erv edr sidu eで は無い[2 2]o 我々 は ､ Gln237
は その 主鎖で も っ て 基質を拘束 して い るために ､ ア ミノ酸残基の 変化の 影響は小さい と考
えて い る ｡ 臨床で は ､ ク ラブラ ン酸とス ル バ クタム は CAB の触媒能を阻害するため に用い
られ る. これらの阻害剤は 6位側鎖を欠くo これら阻害剤が､ ser7 0に結合 した後活性部位
か ら外れ にく い ｡ これは ､ こ れら阻害剤によ っ て ア シ ル化 された後､ 脱 ア シ ル 化反応は起
こりにく い こ とを意味す る｡ それ ら阻害剤と cA B によ っ て構成されるア シル酵素体で は ､
こ の ア シ ル 半体の位置は ､ 6位側鎖と Asn132および Gln2 37との水素結合欠くた めに ､ 典
型的基質よりも不安定で あると考えられる ｡ ア シル 半体が大きな可動性を持つ こ とは ､ 脱
ア シ ル 化の 妨げに なると考えられ るため､ それら阻害剤による CA B の阻害は6位置側鎖が
欠落して い ることに由来すると考えられる｡
1.4.1.30Ⅹya mionbole
トリプ シ ンやアセ チル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ など､ 活性中心にセ リン残基 を持 つ 加水分解
酵素は ､ o Xyanionhole と呼ばれる基質拘束シ ス テ ム を持 っ て い る . MurphyとPr attらは ､CA B
もそ の活性部位に o xyanion hole を持 つ 可能性 を指摘した[2 5]o 幾つ か の ア シ ル 化酵素類似
体 の 結晶構造 は ､ ペ ニ シ リ ン 系化合物 ある い は基質擬 似阻害剤の カ ル ポ キ シ ル 酸素が
o xyanio nhole と見られる水素結合系に よ っ て拘束されて い ることを証明 した[2-6,8]o CA B
の o xyanio nhole は ､Ser70と Gln(Ala)237に よ っ て構成されて い たo 方法の項で述 べ た 通り ､
pe nG アシ ル化体はク ラブラ ン酸と CA Bか ら成る ア シ ル酵素類似体から誘導され た｡ 他の ア
シ ル化酵素類似体同様 ､ クラ ブラ ン酸半体の カ ル ポ ニ ル酸素は ､ Ser70と Gb 237 か ら構成
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され る o xyanio n hole に よ っ て拘束されて い るように見える[2-6,8]o 本研究における M D シ
ミ ュ レ ー シ ョ ン にお い て も､ こ の 2 つ の水素結合系は完全 に保たれた0 penG アシル 化体の
カ ル ポキ シ ル 酸素と ser70および Gln23 7 の主鎖窒素原子 の偏差は0.09お よび o.12Åで あ っ
た｡ こ の 水素結合拒離の偏差は ､ penG 半体と酵素間の水素結合距離の偏差の 内で最小およ
び2番 目に小さい値で あ っ たo 即ち､ o Xyanio nhole は penG ア シル化体におい て非常に強力
な基質拘束シ ス テ ム を提供 して い ると言える o Oxyanio nhole は ､ 基質の 可動性 を拘束する
だけで なく ､ 基質の カル ポ ニ ル 基 を電気的に分極する こ とによ っ て ､ 触媒メカ ニ ズム の 促
進 にも寄与 して い る事には注目す べ きで ある[26】｡
1.4.2 基質6位側鎖による基質の char a cte riz atio n
基質結合による酵素の 立体構造 - の影響は ､ 酵素科学におい て興味深 い事柄の 一 つ で あ
る【27]｡ しか し､ 本研 究では ､ 基質フリ ー 酵素と penG アシル 化体の 明白な構造的差異は静
め られなか っ たQ これ は ､ pe nG の構造が CAB の 活性部位に非常に適合して い る事と､ CA B
の 立体構造 へ の影響が最小限で ある事を意味す る｡Pe nG の CA B- の親和性は ､他のβ-la ctam
化合物と比 べ ても非常に大きい[28]o 我々 は､ 基質フリ ー 酵素における活性中心の水分子が ､
penG アシ ル化体の それ とは対照的に ､ 大きな可動性 を持 つ ことを発見 した｡ この 発見か ら
判断する に ､ pe nG の結合効果は ､ 括性に必要な水分子 を安定化する ことによる触媒反応の
促進で あると結冷 した｡ 図 ト3 によると ､ penG の 6位ア ミ ド基が水分子 を覆う様に位置 し
て い る ことが分る｡ PenG 等の CA Bに対 して易分解性の 基質は ､ たいて い 6 位に比較的大
きな疎水性基を持 っ て い る ｡ この 事か ら､ 我々 は こ の 疎水性側鎖が触媒反応に要す る水分
子 を他 の溶媒水か ら孤立させ ､ 活性部位に固定して い る の であると考えて い る ｡ 前節で 述
べ たとおり ､ ク ラブラ ン 酸と ス ル バ クタム は :6位ア ミ ド基を欠く｡ これ らの 阻害剤の 薬理
効果は こ れら化合物単体の酵素中における高い 可動性で ある と指摘 した｡ そ の 指摘に加え､
これら阻害剤の効能は ､ 6位に疎水性側鎖を欠く こ とによ っ て水分子 の 高い可動性が維持
されて しまう事によ ると考えられ る. M av eyr aud らは ､6α血ydo xylmethylpe nicillic a cid(6A PA)
もまた､ CA B の活性 を阻害する ことを発見 した【29]｡ 典型的基質の 6位側鎖は ､ こ の阻害剤
とは逆の方 向に向か っ て伸びて い る｡ こ の方向をβ位と呼ぶ｡ したが っ て ､ β位に向かう疎
水性側鎖を持 っ て い ると､ cA Bにと っ て易分解性 の 基質になると考えられ るo また､ 6A P A
の 阻害活性 の由来 を明らか に したの で ､ 第3 章にて こ れを述 べ る｡
1.5 結論
C A B- の 基質結合効果は ､ 活性に要す る水分子 の活性部位 へ の 固定で ある｡
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第二章 ;6 A P A の C A B阻害活性の由来
2.1 緒言
6 A P Aは ､ 1995年に M iyashita らによ っ て 開発された cA B阻害剤であるo こ の 阻害剤は ､
医療応用が期待でき る程の 強さの 阻寄宿性を示すo また､ こ の 阻害剤は､ stru cturebas eddrug
design によ っ て設計､ 合成された とい う来歴を持つ o こ の 成功例は薬学の 発展 にお ける大き
な福音で あると言 っ ても過言では無 い o こ の 阻害剤の構造は ､ 典型的基質で ある penG と非
常に良く似て い るo ペ ニ シリ ン母核につ い て は完全 に 一 致 し､ 唯 - の差異は ､ 母核 6 位の
官能基とそ の 向きの みに罷められる(序翰の 図1参照). 彼らの主張によ っ て ､ こ の C AB 阻
害剤は ､ 6位のα-hydro xylm ethyl基が脱ア シル 化反応 に要す る水分子と水素結合 を形成 し､
四面中間体の 生成を妨審する事によりCA Bを阻害するとされて い るo さらに彼らは､ 6A P A
によ っ てア シ ル化 され活性 を失 っ た CAB の結晶構造を解析､ 公開した(p曲 code :lT E M)【5]｡
こ の構造を精査 した所､6α-hydr o xylm ethyl基の 水酸基の酸素原子と結晶水Pat274)の 酸素原
子 の原子間距離は ､ 2･65Å であ っ た｡ 即ち､ 6α-hydr o xylm ethyl基の水酸基は Wat2 74と水素
結合を形成する事が 可能 な位置 にあ っ た｡ 従 っ て ､ 彼 らの 主張は定性的に妥当で あると言
える｡ しか しなが ら､ 我 々 は､ 結晶化過程で生 じる構造的な緊張を取り除き ､ さ らに熱と
溶媒による効果を考慮に入れ ､ M D シミ ュ レ ー シ ョ ン を行うこ とによ っ て ､ この主張を精密
に評価する必要が有ると考えた ｡ また､ こ の 結晶構造 の解析は Ⅹ 線を用い た為､ 水素原子
の位置は特定されて いな い o したが っ て ､ この結晶構造か ら6a-hydro xylm ethyl基の水酸基
と Wat2 74は水素結合を形成 して い ると断定する事は不可能で あるo 本研究で は ､ こ の結晶
構造 を用 い て生体条件下の MD シ ミ ュ レ ー シ ョ ン を行 い ､ 6A P Aの 其の 阻害活性の 由来を明
らかに した｡
2.2 方法
MD シミ ュ レ ー シ ョ ン の初期構造は ､ 前述 した 1te m.pdbを用いた｡ 6A P Aによ っ て ア シ
ル 化された ser70 を構成する原子 の 原子タイ プ及び静電電荷は表 2-1 に示 した｡ 静電電荷
の 計算方法は ､ 前節に順ずる｡
6α-hydro xylm ethyl基 の水酸基 と Wat2 74へ の 水素原子 の付加 につ いて は ､ M iyashita らの提
言に従い ､ 6α-hydro xylm ethyl基 の水酸基と W at2 72が水素結合を形成する様に付加 した｡ 分
子動力学計算の方法は ､ 1.2.3節に順ずる｡
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表 2-1 A L Pア シ ル化セ リン 蔑基 の ポテ ン シャ ル パ ラメ ー タ
2.3 結果
6 A P Aア シ ル 化 C A Bの 水素結合 の形成が期待 され る重原子 間距離 の 平均値 を図2-1 に示 し
た ｡ 重原子 一水素原子間距離 の 平均値は ､ 表 212 に示 した｡ こ の 囲か ら, 6α -hydro xylmethyl
基 の 水酸基の 酸素原子と W at2 74 の酸素原子(Ow)間距離は 4.89Å で あっ た. こ の原子 間距離
は , 水素結合を形成す るには大きか っ た｡ 図 2-2 に ､ こ の 原子間距離 の経時的変化 を示す｡
こ の グラフ に よると ､ シ ミ ュ レ ー シ ョ ン の 初発か ら僅 か な時間にお いて は , 水素結合は形
成 して い るが, そ の後は水素結合臣巨離以上 となっ た o 約 1.2 か ら 1.5n sの 間にお いて ､ こ の
原 子 間 距 離 は 短 縮 し て い る が ､ 水 素結合 の 範 囲 外 で あ っ た ｡ 以 上 の 結 果 か ら ,
6α-hydr o xylm ethyl基の水酸基と w at2 74 の間 の水素結合は保持 されにくく ､ 形成 しない 辛が
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図 ユー16A P ア^ シ ル 化 CAJlの 活性部位構造 ｡ 原子間距離は ､ 1.6n s間の平均値を示
す｡ 単位 は Å で ある｡ 阻害剤半件の炭素原子は簸で示 した｡
X- H dista n c e o v e r1.6n s(
A LP O 8- Ser70HN
A LP O8- Gln237 H
ALPO12- Se r235Hg
AL P OI2- Arg244H hl
AL PO 13- Se r13 0Hg
Pe nGO 10- As °132H d2
Glu1660e2- Wat274HI
As n170 0 d- Wat274H 2
1.8913
1.9262
2.2522
1.8055
1.6842
2.0244
1.820 0
1.9233
表 2-2 親洲された水素結合系にお ける水素原子 一重原子間臣離｡
分 っ たo 6α-hydr o xylm ethyl基 の 水酸基は ､ 水分子 では無く ､ Asn132の アミ ド基と水素結合
を形成 して い る事が分 っ た. ATg244の 側鎖グアジ ニ ノ基 の N h間の 平均原子 間距離は , 2･83Å
で あっ た｡ また ､ O 12と Ser235 0g と の 平均距離は 2.7 2Å で あ っ た ｡ また､ 013 とSer1300g
お よび Lys2 34 Nz 間 の 平均距離は , それぞれ 2.61Å お よび 3･83Å で あ っ た. 以上 の結果か
ら､ 3位 カ ル ポキ シ ル 基は Ser130,Ser235 お よびArg244の 側鎖極性基に よ っ て 拘束されて い
る こ とが分 っ た ｡ A PAア シ ル化体にお い て 3 位 カ ル ポキ シ ル 基を拘束 して い るア ミノ酸残
基は ､ penG アシ ル 化体の それ と 一 致 した｡ 開裂したβ-1a cta m 環 に隣接 して い る 5員費は
thiaz .1idine と呼ばれ る｡ 全て の ペ ニ シリ ン系抗生物質 は ､ こ の 複素環を含む o したが っ て ､
ペ ニ シリ ン系抗生物質の 3位 カ ル ポキ シ ル基は ､ Ser1 30,Scr23 5および Arg244の 3 つ の ア ミ
ー 21 -
ノ酸残基に よ っ て 拘束され ると考えられる｡
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園 2-2 6A P A の6cB-hydr o xylm ethyl基 の水魚基酸素原子と W At2 74 の酸素原 子間
拒離の経時的変化｡ グラフ 内の農は ､ 平均原子間距離(4.89A)を示す ｡
開裂 したβ1 acta m の カ ル ポ ニ ル 酸素と ser70 お よび Gh 237 の 主鎖窒素原子 の 平均原子間
距離は , 3,02お よび 2.91Å で あ っ た . pe nG ア シ ル 化 CA Bと同様 に , o xya nio nhole が 形成
されて い る こ とが 分 っ た ｡ 第 1章で触れた通 り ､ こ の 水素結合系 の 働きは配位子 を拘束す
るだけで は無い o 拘束 して い るカ ル ポ ニ ル 基を電気的に分極す る こ と に よ っ て ､ 脱ア シ ル
化反応 における四面中間体 の形成 を促進する役割が ある｡ しか しなが ら､ o xyanio nhole に よ
る反応 の 促進 に かか わ らず ､ 6 A P Aは 活性残基に結合 した ま まで あ っ た ｡ 次節で は , なぜ
6 A PAが活性部位に結合 しまま安定に存在する の か に つ い て考察を与える｡
2.4 考察
前節で示 した結果か ら ､ 6A P A の阻害活性の 由来 は 6α-hydroxylmethyl 基 の 水酸基 と
waLt274 の水素結合 の形成で あると い う坂説 は正当性 を失 っ た o 次に ､真 の 6 A P Aに よる C A B
阻害活性 の 由来を探 っ た ｡
6Al'A ア シ ル化体における活性残基間 の 原子間距離 の 平均値 を測定 し､ pc nG ア シ ル化体
の それと比 較 した o そ の 結果 ､ penG ア シ ル 化体で は Lys7 3 Nz-Ser70 0g 間に水素結合が生成
して い た の に対 し､ 6 A P Aア シ ル化体で は ､ 当該水素結合は解消 して い たo こ の 水素結合距
離の 経時変化 を図3-3 に示 した ｡ 前章でも述 べ た通り ､ こ の 水素結合系は脱 ア シ ル化反応
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図 2-3 Lys73Nz-Se r70 0g間 蹄 の轟時的変化 ｡
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供給経路とな っ て い るため に重要 で ある｡ 6 A P Aア シ ル 化
体で は ､ こ の 原子間距離が長 い だ けでなく ､ そ の 揺らぎも大き い 辛が 分 っ た ｡ これは ､ E
'
供給 を起 こす機会に乏 しい こ とを暗示 して い る. これに よ り , CER ア シ ル化体 と同様 ､6A PA
ア シ ル 化体 にお い ても Lys73か ら Ser70 - の E
＋
供給反応 は生起 しない と考 えられ るo しか
しCE Rア シ ル化体では ､ Ser70 へ の fT
十
供給の 代替反応経路 の 存在を示唆す る事が 出来た｡
こ の 予測 された代替反応経路は ､ C E R ア シル 化体に お ける特異的な o 21 Lys234間の 水素結
合に基づ い て い た｡ しか しなが ら､ 6 A P Aア シ ル 化体では 02-Lys234 に水素結合は生成 して
い ない た め , この 代替経路が生起す る可能性は低 い と考 えられる ｡ 6 A P Aア シ ル 化体で は ､
0トArg244 N h間に水素結合が 存在 して い る｡ こ の水素結合か ら, Arg244か ら 01 にf{が移
動 し､ 次に0 1か ら N 4に移 り , 最後に M から Ser70 0g - 移動すると い うメ カ ニ ズム が考えら
れた ｡ しか し, こ の メ カ ニ ズ ム が成立す るには 01- N 4間に水素結合が必 要で あ る｡ 01- N4
の 平均原子間距離を計算 したとこ ろ ､ それは3.44Å であ っ た｡ 即 ち, o 1か ら N 4- の H'移
動は生起 しない と考 えられ る｡ 従 っ て ､ 6A P A の脱ア シ ル 化経路は 存在 しない ことが分 っ た ｡
6 A P Åア シ ル 化体は ､ 一 切 の脱ア シ/レ化経路が塞がれ た エ ネ ル ギ ー 曲面上 に存在すると考え
られ る｡ 本章 の 冒頭 で指摘 した通り ､ 6A PA と pe nG と の構造的差異は ､ 6 位 の側鎖とその
向きで ある ｡ したが っ て ､ 6A P A の C Al 3阻害活性は 6α -hydr o xylmcthyl基が担 っ て い る こ と
は 間違 い ない ｡ 本研 究に よ っ て ､ 6α -hydro xylm ethyl基の 水酸基は Asn1 32 のア ミ ド基と水索
結合 して い る こ とが 分 っ た . こ の Asn132ア ミ ド基は Lys73 とも水素結合を形成 して い る ｡
した が っ て ､6α-hydrbxylmethyl基は , Asn132を介して Lys73 の適切 な位置 をかき乱 し, Lys73
が活性残基として働く事を妨 げて い ると考えられる｡
カ ル バ ペ ネム 系抗生物質 血1pe n e mは ､ C A Bに対す る阻害活性を示 す｡ lm ipen e mもまた ,
6位にc(-hydro xylau'yl基を持 つ ｡ したが っ て ､ imipe71 e mの 阻害活性 の 由来は ､ 6 A P A のそれ
と同様で あると考えられ る｡
2.S 結漁
6 A P A の C AB 阻害活性 は ､ Lys73 とser7 0間の 水素結合 を解消させ る こ とに由来す る｡
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第三章 :cephe m系抗生物質の ClassAβ-lacta mas e抵抗性の由来
3.1 緒言
1960 年代 に入り ､ Cephalospo riu m a crLPm Oniu m および C. s alm o syn n e m atu m の 生産する
c ephalosporin C の 構 造が 明らか と成 っ た｡ その 後 cephalo spo 血 C を分解 して得られる
7- a mino cephalosporinic a cid から様々 な半合成セ フ ァ ロ ス ポリン 系抗生物質が誘導された.
下 に 示 す 表 3-1 は ､ CA B の典型的基質 pe nG および セ フ ァ ロ ス ポリ ン 系抗生 物質
c ephalori din e(CE R)の CAB との 酵素動態学的パ ラメ ー タを示す｡ cephaloridine は､ 1 962年に
Glax o社から発表された半合成セ フ ァ ロ ス ポリン であり ､ セ フ ァ ロ チ ン と共 に初 めて実用化
されたセ フ ェ ム系抗生物質で ある｡ こ の 表か ら､ セ フ ェ ム 系抗生物質は ､ ペ ニ シリン 系抗
生物質と比 べ CA Bに よ っ て分解され にく い事が分る｡
P8nici11in G
Cephaloridin e
Ecat(s) Km(m M) Ec at/Elm(M8)
2800 1 28;0×105
乏60 0.32 6⊥2 ×1 05
(Ja c ob et al一 P210teID 鞄 血 e e zT
.
DgV Ol.4 79
･86 19 90)
表3-1PenG と CER の CA Bに対する酵素動態学的パラメ ー タ
しか し､ セ フ ェ ム 系抗生物質が cA B に対 し抵抗性を示す原因は明らか に されて いない ｡
本研究ではそ の 原因を探るために､ CER ア シ ル 化 CAB につ い て M D シミ ュ レ ー シ ョ ン を行
い
､ 生体条件下にお ける平衡構造 を得た｡ そ の平衡構造におい て観察された活性部位の 水
素結合系をpenG アシ ル化 C A B のそれと比較 した｡
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3.2 方法 c 宜R アシ ル化 C A Bの構築につ い て C E R は C A Bに対する抵抗性を持 つ が ､
基質で ある ことには変わりない ｡ 従 っ て ､ C E Rと C A B から成る A EI構造を実験的に検出
する こ とは出来な い o C he n らは､ 二重変異体 Glu166 As n:Asn1 70 Gln を部位特異変異導入
法に より発現させ た[30]｡ こ の 変異体の 酵素活性を調 べ たとこ ろ､ 脱ア シ ル 化活性がほぼ完
全に失われてい る こ とが分 っ た. 彼らは さらに ､ こ の脱 ア シ ル化不全変異体に C B Rを結合
(ア シ ル化)させ ､ そ の 結晶構造を解析した(pdbcode:1 G H M)[4]｡ この A E I類似体における
C E R は､ 8位側鎖が離脱 しメ チル 基だけが残 っ て いたo 我 々 は ､ こ の A E I類似体構造を用
い ､ C E R に よっ て ア シ ル化された C A Bを構築した｡ 構築の行程を次に記す｡ A 別類似体
における変異体 C A Bをワイ ル ドタイプに変えるため ､ この 変異体における As n166を Glu
に､ Gln170をAsn に置換 したo これ らの ア ミノ酸残基の コ ン プ *メ - シ ョ ン は ､ C A Bの
触媒活性に重要で あるため ､それらは前章で得たpe nG アシ ル化 C A Bの それを参考に した｡
こ の構造 につ い て エ ネル ギ ー 極小化計算および分子動力学計算を行 っ たo 計算方法の 詳細
Ato m Na m e Ato mty pe B SP charge Ato mNa n e Ato mty pe l ES Pcha rge
N N ･0.357390 C 24 C A ･ 0.2982 4
H H O.268506 H23 H C O.166140
C A CT O.196388 C25 CA ･0.040318
H A H C O.11461 H 25 H C O
.137716
C B C T O.005536 C 6 C T ･0.061128
H B 2 日1 0.170210 H 5 H I O.174838
H B 3 H1 0.170210 N 5 N T ･0
.330951
O G O s 一o.480838 H N2 H O.264535
C 8 C O.610571 C 4 C B ･0.44 7640
0 9 0 -0.45 6926 Cll C O
.687470
C 7 C T O.062713 012 0 2 ･0.6330 0
H 4 H C O.010157 013 0 2 ･0.71 4753
N 20 N -0.455462 C 3 C M ･0.056030
H N l H O.223772 C32 ･ C T ･0
.
138270
C 20 C O.466192 H 6 H C O.031374
020 0 ･0.462350 H 7 H C O.03137 4
C 21 C T ･0.114351 H 8 H C O.031374
H 21 H C O.074286 C 2 C M ･0.103147
H 22 H C O.084272 H 9 HI O.150524
C 22 C B ･0.067717 Ⅰ‡10 fll O.124511
S2 S O.048657 S l S -0.275531
C 23 CA - 0.181083 C C O.231664
H 盟S H C O.183287 0 0 -0.539425
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は ､ 第 1 章の第2節に順ず る｡ C E R アシ ル化 Se r戎基 の 静電電荷お よび原子タイ プは ､ 表
3-1 に示 した｡
H 24
H23
FrB
o. 2
43?-
o
”
”
&5;c H2- - ◎
Cepbl orldlrLelC EFq
CEFt･ 8 Cyb ted8 erin eAatorr7r[arr[e
表 3-1 C E Rア シ ル化 セ リ ン の ポテ ン シ ャ ル パ ラメ ー タ ｡
3.3 結果
c E Rア シ ル 化CA Bの 水素結合 の形成が期待される原子間距離の 平均値を図2-1に示 した.
水素原子 -重原子間距離 の平均値は ､ 表3-2 に示 した o
Jn2 37
Arg244
N hl
Od
2.9
Nd
As
Oel親
Oe2
n1 32
.8
3.A
20
_9
3.1
Og?
Ly$73
0 1 3
Nz
3,1
3.8
0 1
2.8
Hg
Og
e r2 35
Ly$234
図 3-1 C E Rア シル 化 CAl } の活性部位構造｡ 原 子間取離は ､ 1.6ns 間の
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平均値を示すo 単位は Å で あるo C E R半休の炭素原子は緑で示 した o
始め に ､ CE Rア シ ル 半体と活性残基間の水素結合につ い て述 べ る｡ C E Rア シル 半休にお け
る CE Rにお ける 4位カ ル ポキ シ ル 基の 酸素原子の 一 つ(0 12)と Ser2 35.の側鎖水酸基酸素原
千(Ser2 350g)の平均原子 間距離は ､ 3.10Å であ っ たため ､ 4位カ ル ポキ シ ル 基と Ser2 35 の側
鎖水酸基は水素結合を形成 して い る ことが分 っ たo もう 一 つ の 酸素原千(01 3)と Ser1300g
およ び Lys2 34Nz との 平均原子間距離は ､ それぞれ 2.84および 2.87Å で あっ た｡ 従 っ て ､ 4
位カ ル ポキ シル 基は Ser130 と Lys234とも水素結合を形成して い る ことが分っ た｡ なお､
013と Arg24 4Nh の平均原子 間距離は 3.87Å で あ っ たため ､ これらの原子間に水素結合は形
成されて い ない事が分っ たo こ れらの 水素結合系から､4位カ ル ポキ シ ル基 臥 S｡r130､Lys234
およびSer2 35の 3 つ の アミ ノ酸残基によ っ て拘束されてい る ことが分 っ た｡
X - ” dista n c eo ver1.6n s(
C E R39 09- Se r70H N : 1.9738
l
CE R39 09- G)n237H 呈
C E R39 012- Se r 35Hg 王
C E R39 013- Lys234JNz王
I
C ER39 013- Se r130Hg ‡
G]n237 0- C E R39H Nl i
l
C E R39 020- As n132Hd2:
1
.9120
2.5778
2.6301
2.2637
2.3153
1
.9185
表 3･2 観測された水素結合系における水素原子 一重原子間拒離｡
CE Rの 7位を羊は thinyl 基と結合 したア ミ ド基が位置するo この アミ ド基 のカ ル ポ ニ ル 基
の 酸素原子と Asn132側鎖ア ミ ド基 の窒素原子 N dとの平均原子間距離は 2.88Å であ っ た｡
従 っ て ､ この原子間に水素結合が生成して い ることが分っ た｡ また･c E R7位の ア ミ ド基の 窒
素原子 と Gln237主鎖の酸素原子の 平均距離は ､ 3.4 0Å で あっ たo こ の結果か ら､ c E Rの 7
位ア ミ ド基は ､ Asn132によ っ て拘束されて い るこ とが分 っ た o
I
関裂したβ-1a ctam の カル ポ ニ ル酸素と Ser70 主鎖窒素原子および Glm2 37主鎖窒素原子 の
平均原子間距離は ､ 共に 2.87Å で あ っ た. PenGア シル 化 CA Bと同様に ､ o xyanio nhole が
形成されて い るこ とが分 っ た｡
3.4 考察
CE Rア シ ル化体で は ､ CE R単体の 4位カル ポキ シ ル 基は ､ Ser1 30､ Lys2 34､ Sらr23 5 の 3
つ の ア ミノ酸残基と水素結合 して い ることが分 っ た ｡ 第 一 章で示 したpe nG アシル 化体にお
ける pe nG 半体の カ ル ポキ シ ル 基は ､ Ser1 30,Ser235,Arg244と水素結合を形成 して い たo 従
つ て ､ カ ル ポキ シ ル基と Lys2 34間の 水素結合は ､ CE Rア シ ル化体に特異的な相互作用で あ
る こ とが分 っ た｡ さらに ､ penG ア シ ル化体との水素結合系に つ いて の差異に つ い て調 べ た｡
そ の 結 果 ､ pe nG アシ ル 化 体 で は ､ Lys7 3 の 側 鎖 ア ミ ド基 と Ser70 0g が 水 素
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図3-2 以前の研 究によ っ て得られた脱ア シ ル化メ カ ニ ズム の反応 ス キ ー ム【2]｡
結合を形成 して い たの に対 し､ CE R ア シ ル化体 では当該水素結合は形成されて い ない 辛が
分 っ た o 筆者は , 以前の 研究で ､ CA B の脱ア シ ル化メ カ ニ ズ ム を原 子 レ ベ ル で解明 したo
得 られたメ カ ニ ズ ム を図 212 に示 すD こ のメ カ ニ ズ ム は ､ Lys7 3 Nz から Ser700g に E
＋
が移
動する事に よ っ て ､ 基質 と酵素間の 結合が開裂する(図 312 赤 の 矢印)｡ 即ち ､ Lys7 3-Ser70
間 の水素結合は ､ 脱 ア シ ル 化メカ ニ ズム に大きな役割 を果 して い ると言 える｡ C E Rア シ ル
化体で は ､ Lys73-Ser7 0間の 水素結合は観察され なか っ た ｡ 従 っ て ､ CE Rが脱ア シ ル化する
場合 は ､ Lys73から直接 ser70 に H
'
が移 る可能性 は低い と言える｡ しか しなが ら､ CE Rは
基質で ある o 従 っ て , 我 々 は C E Rア シ ル化体にお い て Ser70 にH
'
が移 るた め の 代替反応経
路が存在す ると考えた｡ 本節で指摘 した通り ､ CE R ア シ ル化体では 4 位カ ル ポキ シ ル 基と
Lys234間 に特異的 な水素結合が生成 して い る こ とが分 っ た｡ こ の水素結合か ら､ CE Rが脱
ア シ ル化するための Ser70 - の E
'
供給反応経路を予想 したo 予想 したメ カ ニ ズ ム を図 3-3
に示 した ｡
凄艶o 港 o
一
‾ ll ‾ ' . - l l - - ‾
ヽ
.
H -
L
Y:,”,- - -£ 岬r
H
ぉ ,. 碗… o - d O- qH萱
H -
L
N;2,”;:i;
-
:
” 1 -
:
'
,F2-: H忠一 - -:JHH,｡ L,f2
-
:
′ sub tr 3te ll Wlety -
1
し _ _ _ = _ _ _ I
国 3-3 予沸された C E R の脱 アシ ル化経路における Se r7 0- の プ ロ トン 供給メ カ ニ ズム ｡
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予測されたメ カ ニ ズム は 四面中間体､ す なわち基質の か レポ ニ ル炭素が活性化された水
分子に求核攻撃を受 けた状態か ら始まるo まず Ly$2 34か ら4位カ ル ポキ シ ル 基に H十が移動
す る｡ 次に ､ カ ル ポキ シ ル基に移動した H＋は ､ さらに CE R 6員環の 窒素原子に移動する ｡
最後に ､ 6員環窒素原子が Ser700g に H
＋
を供給し､ 基質一酵素間の結合が開裂する｡ こ の メ
カ ニ ズ ム は ､ 02- Lys234間の 水素結合 の他 に ､ 0 2-N5問および N5-Ser700g 間も水素結合距
離以内で ある ことが必要で ある｡ これらの原 子間拒離の 平均原子間距離は ､ それぞれ 2.63
および3･09Å で あっ たo 従 っ て これらの原子 間にお い て H
十
の移動は可能で あると考えられ
る｡ 6員環は 2重結合と硫黄原子 を含むために恵子的に richで あるため ､ 反応 の 中間体と し
て 現れ る6員環 N5 プロ トン化構造は ､ 6員環が非局在化を起こすこと､に より安定イヒすると
考えられ る｡ こ の H'供給メ カ ニ ズ ム は 3段階反応で あるo Pe nG における H
＋
供給メ カ ニ ズ
ム は ､ Lys73か らser70に直接 H
＋
が移動す るために ､ 1段階で完結するo 即ち c E Rア シ ル
化体にお ける H＋供給メ カ ニ ズ ム は ､ pe nG アシ ル化体の それよりも不利なメカ ニ ズ ム である
と言 える｡ こ のメ カ ニ ズム か ら､ cE R のCA B抵抗性 は ､ 脱ア シ ル化経路が不利で ある事に
由来すると考えられる ｡ しか しながら ､ こ の メ カ ニ ズ ム の 理輪的正当性 を証明 しない 限り
は ､ こ の 敵性的な考察を結論とす る事 は不可能で あるQ 従 っ て ､ 上に示 した c ER の CA B
抵抗性 の 由来は ､ 仮鋭 の段階に過ぎない ｡ 本章の結果から確実に言える事柄は ､CE R の C A B
か らの 脱ア シ ル経路は､ 最適な基質で ある pe nG の それとは異なるという事実で あるo 予測
したメ カ ニ ズム の 理論的正当性につ い て は､ 次章で述 べ る｡
また､ Lys234はタ ン パ ク質の 比較的内部に位置して い る｡ 従 っ て ､ セ フ ェ ム系抗生物質
の 6員環は ､ か レポキ シ ル基 をタ ン パ ク質内部に押し込む働きがあると考えられ る｡
3.5 結翰
CER の C A Bか らの脱 ア シ ル 経路は ､ 最適な基質で あるpenG の それとは異なる｡
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第四章 :cephalo ridin eの脱アシル化経路
4.1 緒言
前章にお い て ､ M D シミ ュ レ ー シ ョ ン結果からCER の 脱ア シ ル化反応経路を予測した(図
3-3)｡ こ の反応経路は 3 つ の 素反応で構成されてい る｡ こ の反応経路 の正 当性を証明するた
め には ､ 3 つ の 索反応 にお ける遷移状態(Tran sitio nState:TS)構造の 決定およ び括性化 エ ネル
ギ ー の 測定が不可欠で ある｡ 本章では ､ それ らの TS構造および括性化 エ ネル ギ ー の決定を
行なう事ために C ER-CA Bア シル 化体の活性部位モデ ル に つ い て量子化学計算を行 っ た｡ こ
の 反応経路の正当性を証明す る ことにより ､ CER の CA B抵抗性 の原因を明らかする事が出
来 る｡
4.2 方法
4.2.1 四 面中間体の構築
量子化学計算を実行するため の反応 モ デル 系を構築す るために ､C E D･ C A Bア シル化構造
に つ い て の M Dシ ミ ュ レ ー シ ョ ン にお ける 1.ら一l.6ns の 平均構造を計算 したo こ の 平均構造
か ら､ Ser130､ Ly8284 および C E D アシ ル化 Ser70を抜き出 した｡ Se r700g - の H.供給
反応の反応始原系は ､ ア シ ル 酵素四面中間体である ｡ したが っ て ､ 本研究で は反応モ デル
系と して 四面中間体構造の 活性部位を構築した｡ 以前の研究における量子化学計算に よ っ
て ､ 四面中間体構造は明らか にされてい る[2】o こ の研究によ っ て解明された四面中間体構
造 を参考に し､M Dシ ミ ュ レ ー シ ョ ン か ら得られた活性部位か ら反応 モ デル系の 四面中間体
を構築 したo 構築した反応 モ デル 系を図 4- 1に示す o
CER m o､iety
C8
Og
Ser70
*
*
Oc 3
Ha
★
N5
H b
0g
Ser130
☆
栄
Nz
☆
図4-1 量子化学計算用の反応モデル 系｡
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4.2.2 量子化学計算
反応 モ デル 系の 電子状態は ､ 密度汎関数理論を用い て解い たo 基底関数は ､ 6_31G* *を用
い た【31]o 交換項 には Becke の thre e-par a m eterAm ctio n al[14a]を､ 相関頓 には Lee-Yang-Parr,s
fun ctio n al[14b]を用 いた(即 ち､ B3 LY P/6-31G* *)o 各素反応 の遷移状態構造の最適化計算は ､
共役勾配法[3 2]を用 い たo 得 られた遷移状態構造に つ い て振動解析を行い ､ 虚 の振動が唯 一
存在す る事を確罷 したo ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 曲面上の最短最低エ ネル ギ ー 経路は､ 遷
移状態構造におい て確認された虚の 振動 の順方向と逆方向を参照 した固有反応座標(IR C)計
劉3 3]によ っ て得た. 得られた最短最低 エ ネル ギ ー 経路上の エ ネル ギ ー 極小構造は､ 各索反
応 の反応始原系と生成系で ある｡ 前節の 分子動力学シ ミ ュ レ ー シ ョ ン により ､ Ser70に結合
して い るCE R のカ ル ポ ニ ル 酸素原子 09および C4位カ ル ポキ シ ル酸素o 12 の可動範囲は ､
それぞれ o xyanio nhole とSer235 の水酸基に よ っ て制限されて い る事が明らか とな っ たo 同
様に､ 活性残基の 可動範囲も周囲の ア ミノ酸残基に よ っ て制限されて い た｡ こ の 結果を反
応 モデル 系に反映 させ るため に､ 構造最適化計算の おい て は反応モ デル を構成す る幾つ か
の原子 を最初の位置に空間固定した｡ 固定 した原子 は図4-1 におい てア ス テリ ス ク で指示 し
たo 尚 ､ 本研究で は ､ 活性部位周囲の衆境を可能な限り取り入れるために ､ On s agerモ デル
【34]に基づ い た自己無撞着反作用場(s elf- c o n sitent re actionfleld :SC R F)法を量子化学計算に
適用 したo ons ager法 による SCR F法は ､ Tapia ら【3 5]により開発され ､ Wo ng ら[3印こよ っ て
計算プロ グラム に実装された｡ こ の SCR F法は シン プル であるために ､ 構造最適化計算が必
要 な反応経路探索を含む高度な計算に応用可儀で あるとい う特徴を持つ ｡ こ の モデル によ
ると ､ 球体の空洞 の 中心 に溶質が位置 し､ そ の 周囲は比誘電率Eを持っ 連続体によ っ て覆わ
れ る｡ タ ン パ ク質内部のeは 20が適 して い ると報告されて い る[37]ため ､ 本研究では連続体
のgと して 20を与えた｡ 球 の 半径 は ､ 反応 モ デル の 体積から4.50Å と決定された｡
量子化学計算の プ ロ グラム には､ Gau ssian98[38]を用い た｡
4.3 結果
反応 モ デル に つ い て の 量子化学計算に よ っ て ､ 予測された反応経路を構成する 3つ の素
反応 の遷移状態を得 るこ とに成功した｡ 遷移状態構造 を図 4.2 に示 した｡ 遷移状態にお ける
反応に重要な原子間距離は ､ 表 4-1に示 したo こ の遷移状態か ら､ 最短最低 エ ネル ギ ー 経路
を得ることが出来た｡ 得られた反応経路の エ ネル ギ ー 曲線を図4.3 に示 した｡ 各素反応 にお
ける反応始原系お よび生成系を図 4.4 に示 したo これらの構造 における原子 間距離は表 4_2
に示 した｡ 各素反応 につ い て の詳細を以下に示す ｡
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図 4.2 量子化学計算に よ っ て得られた反応経路 の ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー 曲面｡
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図 4.3 各秦反応にお ける遷移状態構造o 図中の 数値 は原子間拒離を示 し､ そ の単位は Å
で ある｡ 国 中の矢印 は､ 虚数の振動数 を持 つ 振動による原子変位 の 向きを示す｡
Znte rato micdista n c e TS1 TS2 TS3
Lys234Nz - Oc3
Oc3
1 N5
N 5- Se r70 0g
C 8-Ser70 0g
Ha - Lys234N2:
Ha - Oc3
Ha - N5
Ha - Se r70 0g
2,54 3.27 2.48
2.76 2.38 2.65
2.99 3. 2 2.48
1.46 1.49 1.65
1.30
1.25 1.33
1.19 1.29
1.27
表 4.1 各遷移状態構造における原子間臣巨離｡
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図 4.3 反応経路上の 始原系および生成系の構造｡
Interato mic djsta n c e(A) SI S2 S3 S 4 S5
Lys234Nz - Oc3 2,65 2.75 3.29 2.94 2.95
Oc3- N5 2.71 2.67 2.67 2.61 2.76
N5- Ser700g 3.03 3.06 3.16 2.80 3,23
C8- Se r70 0g 1.45 1.47 l.52 1.50 2. 8
Ha - Lys234Nz 1.10 1.80
Ha - Oc3 1.56 1.01 2.06 2.08
Ha -N 5 0.98 1.05 2.75
Ha - Ser700g 1.95 0.97
表 4.2 始原系および生成系の原子間距離｡
4･3･1 第 一 素反応 : Lys234か ら C4-c a rbo xyl基 - の H
＋移動反応
前節にて予測されたSer70 0g - の H
'
の供給メカ ニ ズ ム における第 一 素反応 で は ､ Lys234
の 側鎖ア ミ ド基の H＋田 a)､ CE R の 4位カ ル ポキ シ ル酸素(oc3)へ 移動する｡ こ の反応 の遷移
状態 TS lは図4-1 示 した反応 モ デル の初期構造を参考に､構造最適化計算に より決定した.
こ の 構造に つ い て基準振動解析を行い ､ 虚の 振動数を持 つ 基準振動が唯 一 存在する事を確
認 したo最も大き い振動は ､ Haが oc3に接近す る変位を示 した. こ の構造における Lys2 34 Nz-
Oc3間距離は 2.5Å で あ っ た o Ha-Lys2 34Nz お よび Ha- Oc3の距離は共に 1.3Å で あ っ た o 次
に遷移状態 TSl の 虚 の振動 の逆方 向に最短最低 エ ネル ギ ー 経路 を計算し､ そ の 終点で得ら
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れた構造を最適化す る事により､ 反応始原系構造sl を得たo s lで は Lys2 34Nz･ Oc,間距離
は 2･4Å で あ っ たo Ha- Lys234 Nz と Ha- Oc3 の距離はそれぞれ 1.1Å と1.6Å で あ っ たo また､
こ の構造は MD シミ ュ レ ー シ ョ ン に より得られた図 4-1 の構造 をほぼ再現して いた｡ 次に､
TS lに矢印で示 した基準振動の 方向に最短最低 エ ネル ギ ー 経路を求めた所 ､反応生成系構造
S2 を得たo S2で は Lys2 34Nz- Oc3間距離は 2･8Å で あ っ たo Ha-Lys234Nz とfla- Oc,の距離
は それぞれ l･1Å と 1･6 Å で あっ た｡ これらの 原子間距離から ､ Ha は C4位カ ルポキ シ ル基
に完全に移動 した事が分 っ た｡ こ の 反応に おける活性化 エ ネル ギ ー は ､ 1.Ok｡ al血 ｡1 で あ っ
た｡
4･3･2第 二 索反応 : N 5プ ロ トン化構造 の 生成反応
第二索反応で は､ C4位カ ル ポキ シル 基の Ha が N5 に移動する反応である . この H
＋
移動
により ､6農環がプロ トン化す る｡ こ の反応 の遷移状態 TS2 を構造最適化計算に より求めた｡
こ の最適化構造に つ い て基準振動解析を行い ､ 虚の振動数を唯 一 存在す る事を確課 した｡
こ の 振動 において最も大きな変位は Haが N5 に接近する変位で あっ た｡ T S 2で は Oc3-N5間
拒離は 2･4Å であ っ た｡ fla- Oc3と Ha-N5の拒離はそれぞれ 1.8Å と1.0Å で あ っ たo 次に ､
得られ た虚 の振動 の 逆方 向 - 最低 エ ネル ギ ー 経路を計算し､ 構造 s3を得た｡ s3 では Oc3- N 5
間距離は 2･7Å で あっ た｡ Ha- Oc3と Ha- N 5の 拒離はそれぞれ 2.0Å とl.0Å で あっ た｡ SSと
第 一 索反応 の生成系 S2 の構造は 一 致 しなか っ た｡ それらの構造間の差異は ､ Ha の 向きに現
れたo 従 っ て ､ 第二 素反応 の 前駆段階と して Ha の Lys2 34 Nz から N5 - の配向の変化が生
起す ると考えられ る｡ S 3は S 2によりも約 5kc al血o1高か っ た｡ 即ち､ こ の配向変化のため
に 5kc al血o1以上の 活性化 エ ネル ギ ー を要すると考えられる｡ 遷移状態構造 TS2 における振
動 の順方向に最低 エ ネル ギ ー 経路を求めた｡ そ の 終点 の構造を最適化す るこ とに より ､ 反
応生成系S 4を得たoOc rN5拒離は 2･6Å で あっ たoHa- Oc3と 中一N5 の距離はそれぞれ 1.1A
と 2･1 Å で あ っ た｡ これ らの 原子間距離か ら s4で は ､ 6員環がプロ トン化 されたこ とが分
つ た｡ こ の 反応に要す る活性化 エ ネル ギ ー は約14.1kc al血 o1で あ っ た｡ この 素反応 の活性化
エ ネル ギ ー は3 つ の 素反応の 内で最も大きか っ た｡ したが っ て ､ この Ser70 0g - の 打供給
反応にお ける律速段階は ､ 6員環 の プロ トン化反応 である事が分 っ た｡
4･3･3第三素反応 : N 5による Se r70 0g - の H
＋
供給反応
基質と酵素間の 結合を切断するために ､ Ser70 g - の 打供給が必須で ある｡ 第二素反
応における生成系 s4 で は､ Ha と ser700g の 距離は 2.00Å であ っ た｡ 従 っ て ､ Ser70 0g
に移動する水素原子 には N5に結合 した Ha が最も適 して い る と考えられ る｡ こ反応は ､
前章で予測 したメ カ ニ ズ ム と 一 致する ｡N5か らser70 0g へ の H
'
移動反応の 遷移状態 TS3
は ､ 構造最適化計算によ っ て得た｡ 最適化によ っ て得た構造 TS3 に つ い て振動解析を行い ､
虚 の振動が唯 一 存在す る事を確認 した｡ 得 られた振動 におい て最も大き な原 子 の 変位は ､
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Ha が ser70 0gに接近す る変位で あ っ たo 次に大きな変位は ､ C 8がser70 gか ら離れる変位
で あ っ たo こ の TS3 で は N5-Ser700g間距離は 2･5Å で あっ た｡ Ha⊥N5と =a-Ser700g の距離
は共 に 1･3 Å で あ っ た｡ c8-Ser700g の 拒離は ､ 1.7Å で あ っ た｡ こ の原子間距離か ら､ TS3
にお い て基質儲索間の 結合 の 開裂が遅行 して い る事が分っ た｡ 次に T.S 3 の虚の振動の逆方
向に最短最低エ ネル ギ ー 経路を計算し､ そ の終点で得られた構造を最適化する こ とにより ､
反応始原系構造を得たo こ の 始原系構造は ､ 第二索反応 の 生成系S4と完全 に 一 致 した｡ こ
の 棉造の 一 致は ､ 第二 索反応 と第三索反応は ポテ ン シ ャ ル表面上で繋が っ て い る こ とを示
す o 最後に TS3 の 虚 の振動の 順方向に最短最低 エ ネル ギ ー 経路 を計算 し､ その終点で得ら
れた構造を最適化す るこ とに より ､ 反応生成系構造 s5を得たQ 生成系S5 では ､ N5-Ser70 0g
間距離は 3･2Åで あ っ た｡ Ha⊥N5および Ha-Ser700gの 距離はそれぞれ 2.8 Å および1.0Å で
あっ たo これらの原 子 間距離か ら､ .Ha は Ser70 0g に結合 した事が分っ たo C8-Ser700g の距
離は､ 2･3Å で あ っ た｡ こ の 原子間距離か ら､ 基質一酵素間結合の開裂が完全 に完結したこ と
が 分っ た｡ こ の 結合の 開裂は ､ 脱ア シ ル化反応 の 終了 を意味す る｡ こ の反応 の活性化 エ ネ
ル ギ ー は ､ 5.2kc al/m ol であ っ た .
4.4 考察
これら3 つ の索反応の活性化 エ ネル ギ ー 判断する に､ こ の反応メカ ニ ズム が生体条件下
で生起す る事が可能で あると考えられ る｡ 最も高い 活性化 エ ネル ギ ー を要求する寮反応は
第 2 寮反応で あっ た｡ こ の 索反応 の 活性化 エ ネル ギ ー は ､ 約 14kcal血 o1で あ っ た｡ こ の括
性化エ ネル ギ ー の 大きさは ､ この反応経路が生体条件下で生起する には妥当で あるo 前章
で指摘 した通り, ､ PenG ア シ ル 化構造 の脱アシ ル 化反応経路における Ser7 0g - の 打供給
反応は 1段階反応で ある ことが分っ て い る｡ さらに､ この 反応の活性化 エ ネ ル ギ ー は僅
か 3･9kcal/m ol であ っ た[2]｡ これ らの 結果により ､ C E Rの脱ア シ ル化反応経路における
ser70 0g - の H
'供給反応 は､ penG のそれ よりも エ ネル ギ ー 的に不利である事が証明さ
れた｡ こ の 発見か ら､ c ER の C A B に対する抵抗性は､ 効率の 低い脱ア シ ル 化反応に由
来する事が分 っ た ｡
4.5 結論
C B Rの C A Bに対する抵抗性は ､ 脱ア シ ル 化反応の効率の低さに由来す る｡
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第玉章 理論的基礎
分子動力学計算(シ ミ ュ レ ー シ ョ ン)で は ､Ne wtonの運動方程式を時間の 関数と して解き ､
古典力場上で扱う こ とが できる粒子 の速度および座標を得る ｡
粒子 が 下に示す Ne wto nの 運動方程式に従う場を指す｡
dLu(rl
,
r2, . . .,rN)+
= m
l
･
d2T･
dL;･
‾ーrL
dt
2
1
'
= 1,N (I)
古典力場とは ､ 観測対象の
こ こで ､ m は粒子(原子)の 質量を示す｡ r は粒子 の 位置 ベ ク トル であるo tは時間刻み 幅
で ､ U は 系の ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー を示す . ]
･
は粒子を識別する番号で ､ N は粒子の総数
で あるo I:jは粒子 jの座標を指すo 方程式の数値解法は積分計算による｡ 分子動力学計算の
目的は ､ 粒子 の位置を予 測する事で は無く ､ 系の 平衡状態の 獲得である｡ 平衡状態とは ､
時間発展 による粒 子 の位置 z･ の変化(変位)が微小な状態を指す｡ したがっ て ､ 平衡状態に到
達す るまで ､ ∫ を更新 しながら運動方程式を解いて いく｡ 平衡状態に到達す るこ とを数学で
は収束と呼ぶ｡ 分子動力学計算によ っ て得られ る結果 は ､ 平衡状態にお ける観測値(粒子 の
座標や速度など)の微小変化(擦らぎ)あるい はその 平均値で ある｡ 式(1)の 左辺 では ､ 系の ポ
テ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー が 一 次微分されて い る｡ 即ちこ れは粒子 1
'
が周りの粒 子か ら受ける力
を示す｡ 実際の計算で は､ まず系の ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー U を求め ､ これから各粒子 の
力 F)
'
を計算し､ 力か ら粒子の t時間後の位置を求める ｡
5.1 運動方程式の数値解法
各粒 子間 に働く力 を計算 した後､ 各粒子 の 次の位置を決定するために ､ 運動方程式を積
分す る o 運動方程 式 の 数値積分法 は畿つ か開発され て い るが ､ 有限差分法 の 一 種で ある
Verlet法に つ い て述 べ るo Verlet法で は ､ Taylar展開と中点公理を用い る.
後 の粒子 の位置 r(t＋8t)､ r(i-8t)k つ い て Taylar 展開するo
,(t'8t)- ,(i)' v(i)釦 』塑dt2 .エdt3 .o(dt4)
2m 3!
r(t'8t)- ,(t卜 γ(i)6t'ifidt2 - エdt3 . o(dt4)
2m 3!
(2)
(3)
まず ､ 時間fの 前
中点公理で近似するために ､ こ の 2式 を足 し合わせ ると､
,(t'8t)I ,(i - 8t)- 2,(i). 迎 dt2 . o(dt4)(4)
m
あるい は ､
,(t'8t)I,(i - 8t)- 2,(i)- ,(ト 8i)十』塑dt2 (5)
m
式(5)か らも分る とおり ､ この 方法で は速度 γ を使わずに粒子 の次の 座標を計算する ことが
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できる o その ため に利便性が高く ､ 良く使われ る方法である o しか し温度は速度の 関数(6)
であるため ､ 速度が使われ ない とい うこ と は , 温度に よ る効果を計算に取 り入れてい ない
こと を意味す る｡
･(t,-i# (6,
KB はボル ツ マ ン 定数､ Nfは系の自由度を示す . 生体条件を再現するに は , 温度の概念は
不可欠である o verlet法 に温度 を取り入れる方法と して , Bere ndse nの方法がある.
5.2 エ ネルギ ー 関数
原則 と して ポテ ン シ ャ ル エ ネルギ ー は シ ュ レ - デ ィ ン ガ 一 方程式の解であるo しかし酵素
の ような高分子 を扱う場合は､ 計算量が膨大と なるため ､ ポテ ン シ ャ ル エ ネル ギ ー の計算
には以下の式か ら構成されろ近似式を用い る.
5.2.1 非結合エ ネル ギ ー
も っ とも古くか ら使われてい る近似式は､ va nderWaals相互作用とク ー ロ ン相互作用か ら
構成される非結合項 vnb である o この項は ､ 3 つ あるい は4 つ 以上の結合によ っ て隔たれた
粒子間のみ に適用す る｡
v ander Wa als相互作用 は､ Len n ard-Jo n esポテ ン シ ャ ル によ っ て表現され るo r は粒子i, j
間の距離で ､ cはポテ ン シ ャ ルの深さを表し, 分子動力学計算の場合は系の比誘電率に相当
す るo通常は原子間に は真空が存在する と考えるので ､ c-1であるo A'jと Bljは Len nard Jo n es
項とよばれ ､ 分極率と原子の直径か ら計算するこ とができる
.
o v a nderWa als相互作用 には ,
Le n n ard-Jo n esポテ ン シ ャ ル の他に､ q はク ー ロ ン電荷で ある. ク ー ロ ン相互作用項は静電相
互作用項 とも呼ばれ る｡ 量子化学計算に よ っ て得る Mulliken の電荷､ あるい は静電ポテ ン
シ ャ ルか ら得る静電電荷を用 い る｡ これ らの項は ､ 流体の計算に つ い ても使われるこ とが
多い ｡
非結合項には , 水素結合項や双極子一 双極子相互作用を付け加える場合もあるQ
5.2.2共有結合エ ネル ギ ー
粒子間の伸縮運動に よ る エ ネルギ ー 変化には ､ 調和振動 ポテ ン シ ャ ル が頻用される｡ 分子
動力学計算で は ､ 原子間の結合の伸縮を表現する ｡
vbo nd - ∑与Kb(b - b.)2 (8)21,2 _ paLrS
Kb8ま伸縮運動 にお ける力の 定数で ある｡ b は粒子間の 距離を示 し boはそ の 平衡粒子間距離
で ある｡ 調和振動 ポテ ン シ ャ ル の他 に ､ Mo r s e関数が使われる こ ともある｡
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5.2.3 結合角 エ ネル ギ ー
結合角の変角 エ ネルギ ー は 以下の式で表すこ
v
angle
-
bS;Ko(b - be,2 (9,
a17gles
Keは結合角運動の カの定数で ､ bou平衡結合角であるo
5.2.4 振れ角 エ ネ ル ギ ー
振れ角 エ ネル ギ ー は 回転障壁を定義し､ 以下の式で表す o 内部回転運動 は ､ この 分子内
座標で示す ことが出来る｡
vtorsion -
d7h;a]喜KQu. CO S(n4 - 6)2, (.o,
a17g/es
4､ K4, v, 6 は角度､ カの定数､ 周期､ 位相 を示す . 多重度が n であると定義された場
合､ そ の4 つ の原子に よ っ て構成される結合は , ” 回転対称である こ とを示す○ 例えば､ spa
塾の炭素原子 c に よ っ て構成され る結合 x･ c- c- x は n - 3 である.
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補遺 :No n-ctltOff計算の有効性の証明
緒言 よく知られて い る通り ､ M D シミ ュ レ ー シ ョ ン の結果は力場 パ ラメ ー タと長距離相互
作用の 計算方位に大きき依存す る ｡ 基本的に力場 パ ラメ ー タ は共有結合 して い る原子間の
相互作用を定義す る｡ しか しながら本 の M D シミ ュ レ ー シ ョ ン では ､ 水素結合系 につ い て
の観察を目的と した｡ 水素結合は 共有結合で は無 い ｡ 水素結合の 性質は 非結合相互 作用に
帰属す る｡ しかも水素結合の 強さは ､ その 水素結合の 周りに位置して い る奄荷に大き な影
響を受ける｡ 従 っ て ､ ク ー ロ ン相互作J剛ま正確に計算する べ きで ある . 近年の MD シミ ュ
レ ー シ ョ ン研究多く は ､ ク ー ロ ン相互 作用の 計算に Particle Me shEw ald(PM E)料39]を用い て
い る｡ 拡張 Bo rn(Ge n eraliz edBo m :G B)法[40]は束空の溶媒連続体によ っ て 怒義し､ 溶軌溶
媒相互作用を評価す る方法で ある｡ pM Eと GB は近似放で あるの に対 し､ NC Oは近似牡で
は無い ｡ しか しなが ら､ N C O計算は孤立系に の み適用可能で ある｡ 従 っ て ､ これら3 つ の
方法には ､ 計算精度に つ いて の 明らか な証拠 は無い ｡ 洗練され た計算方払は 実験値を再現
する筈で ある｡ 即 ち､ 計算方法の 精度を確絡す るため には､ 実験値と計算値 の比較が効果
的で ある｡ MD シミ ュ レ ー シ ョ ン は分子 の動的性質を調査する ために実行 され る｡ 動的性質
は ､ 分子 を構成する原子 の揺らぎの重なりで あるo 従 っ て ､ 精度の 高い M D シミ ュ レ ー シ
ョ ン を実行す るため には ､原子 の揺らぎを再現する計算方法を選択する べ きで あるo B_fact. r
は 実験と シ ミ ュ レ ー シ ョ ン の どちらの 方法で も得 られるため ､ 計算精度の評価に使うこと
が 出来る ｡ 本研究 では ､ 上述 した3つ の計算方鋲(PME,G B,N C O)の精度を評価するた めに ､
CA B の基質フリ ー 酵素(s ubstr ate･&e e en zyme: SF E)の X 線結晶解析により得られたB-fa cto r
と3 つ の 計算方法によ る MD シミ ュ レ ー シ ョ ン によ っ て得られた B-factorを比較 したQ
方法 実験値の B-factr or は SFE の PDB デ ー タか ら得た[8】｡ M Dか ら得た B-fact.rを得るた
めに ､ 3 つ の方法を用い て SFE につ い て の M D シミ ュ レ - シ ョ ン を行な っ た ｡ シ ミ ュ レ ー
シ ョ ン の収束は原 子位置の ニ乗根変位(r o ot- m e an squ ar e :R MS)により確認 した. MD から得
る B-facto rの計算には原子揺らぎの RMS値が必要である作q.1)[41]｡ 原子 の揺らぎは シ ミ ュ
レ - シ ョ ン の 1･5-l･6n s間に得られた 200個の構造か ら計算 した｡ NCO 計算に つ い て の詳細
の方法は ､ 第1章第2節に示 した AEI につ い て の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン と同様に した｡ pME 法
で は ､ 周期境界条件を用 い る｡ 周期境界を定義す るセ ル の大きさは ､ 78.7Åx62.2Åx75.9Å と
した . セ ル は S F Eと約8000個の TIP3P水分子 モデ ル によ っ て 充填 したo こ の初期構造にお
ける境界とSF E表面 の最短距離は約9.32Å で あっ たo こ の シ ス テ ム の平衡状態 の獲得には ､
ミ ク ロ カ ノ ニ カ ル即VT)ア ン サン ブル および定圧 ･ 定温即P T)ア ンサ ン ブル を用 い た｡ NPT ア
ン サ ンブ ル における圧力と密度はそれぞれ 1.Oatm および1.Og/crn
3と した o p M E法は電気的
に 中性 の 系に つ い て適用す るため ､ 1 5個の塩化物イオ ン(Cr)をカ ウン タ ー イ オ ン と して与
えた｡ 格子 間距離は約1.0Å に保 っ た｡ 15Å 以上離れた原子 ペ ア の ク ー ロ ン項を計算する時 .
の み P M E法を用 い た｡ それ以外の ク ー ロ ン ペ アは 直接計算した｡ ク ー ロ ン ペ ア の リス トは
0･1ps転 に更新した｡ G B法 には G B S A(ge n elariz ed Bo rn/s olv e nt- a c c e s sible s u rfa c e ar ea)牲を用
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いた . Bo m 原子半径cE. は pairwisedes cre enhg ap pro xim atio n(P D A) 法【42]によ っ て決定 した｡
国有半径は Ts uiらに よ っ て決定された パ ラメ ー タに より得た. bob,e, の値は 0.9Å と した ｡ 比
誘電率 e は 78.3 を用 い た.
比較を容易にす るため に ､ 各アミ ノ酸残基毎 の B-fhctorを得た｡ 結晶構造の デ ー タでは水
素原 子の B-fa ctorは含まれて いな いた め ､ M Dの 結果か らの B-fTa ctor計算に は ､ 重原子 の揺
らを用 い た｡
B = %2
3
(rj
- < r
j
>)
2
(叫 1)
結果お よ び考察 M Dによ っ て得た B-fa cto rと実験値 の B-fa ctor の 比較 をFig.1 に示 したo
こ の グラフ によると､ N CO シ ミ ュ レ ー シ ョ ン によ っ て得た B一 色ctor は実験値と非常に良く
一 致 した o N C O法 の 結果 と他 の 方法の 結果を比較す るた め に ､ 実験値と計算値 の R MS変位
で ある値 D を計算した ｡ D を eq.2 に定義 した｡ 8LE は残基 iの 実験値 の B-fa ctorを示 す｡ BET
は計算値 の B一 色ctorを示す｡ N は酵素を構成す るア ミ ノ残基の 総数で , 257個で ある｡ 従 っ
て ､ 値 D は各方法 の 正当性 を示す｡ N C O計算に よ っ て得た D は 6 3で あ っ た. P ME/N P T
と P M E/ m お よび GB 法に よる値 D は ､ そ れぞれ 11.5､ 14.5､ 31.8 で あ っ た ｡ 従 っ て ､ NC O
法 は実験値で得られた分子 ゆらぎを比較的良く再現する辛が分 っ た ｡ また , P M E/N P T法は
Fig.1 の 縦軸 をス ケ
ー リ ン グする こ と によ っ て NC O計算によ っ て得た グラ フ の 形に類似す
るため ､ 効果的な第二選択 と して 用 い る ことが 出来 ると考えられる｡
皇J 雨
〟
D = @q.2)
9 0.0
8 0,0
7 0.0
i 60.0
8 50.a
慧40.D
30.0
2 0.O
I O.0
0.0
Eypedm e ntal
-
No 4 u tO打 ‾ ‾ ■■■ ‾ ■■■`
N P TerIS e mble with P M ∈
‾
N V TerLS emble ynth P M E
-
G B S A
-
4 0 5 0 6 0 70 8 0 90 1 00 11 0 12 0 1 30 1 40 1 50 16 0 1 70 18 01 9 0 2 021 0 22 0 23 0 2 4 D 25 0 2 6 02 7 D 2 80 29 0
Re siduB n u mtn r
Fig.1 結晶構造か ら得たア ミノ酸残基転の B-fa cto rと M D シミ ュ レ
ー シ ョ ン か ら待た B-factor
の 比 較o 縦軸は B-factor､ 横軸は ア ミノ 酸残基 の 番号を示すo
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